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(54) Bezeichnung: DNA-SEQUENZ UND REKOMB IN ANTE HERSTELLUNG DES GRASPOLLEN-ALLERGENS PHL P4 

(57) Abstract: The invention relates to the provision of the gene sequence of the grass pollen main allergen Phi p 4. The invention 
also includes fragments, novel combinations of partial sequences and point mutants having a hypoallergenic effect The recombinant 
DNA molecules and the derived polypeptides, fragments, novel combinations of partial sequences and variants can be used for the 
therapy of pollen-allergy diseases. The recombinantly produced proteins can be used for in vitro and in vivo diagnosis of pollen 
allergies. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft die Bereitstellung der Gensequenz des Graspollenhauptallergens Phi p 
4. Die Erfindung schlieBt auch Fragmente, Neukombinationen von Teilsequenzen und Punktmutanten mit hypoallergener Wirkung 
ein. Die rekombinanten DNA-Molekiile und die abgeleiteten Polypeptide, Fragmente, Neukombinationen von Teilsequenzen und 
^ Van an ten konnen zur Therapie von pollenallergischen Krankheiten genutzt werden. Die rekombinant hergestellten Proteine konnen 
zur in vitro- und in v/vo-Diagnostik von Pollenallergien eingesetzt werden. 
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DNA-Sequenz und rekombinante Herstellung des 
Graspollen-Allergens Phi p 4 



5 Hintergrund der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Bereitstellung der Gensequenz des 
Graspollenhauptallergens Ph( p 4. Die Erfindung schlieSt auch Fragmente, 
Neukombinationen von Teilsequenzen und Punktmutanten mit hypoaller- 
gener Wirkung ein. Die rekombinanten DNA-Molek0!e und die abgeleiteten 
10 Polypeptide, Fragmente, Neukombinationen von Teilsequenzen und Vari- 
anten konnen zur Therapie von pollenallergischen Krankheiten genutzt 
werden. Die rekombinant hergestellten Proteine konnen zur in vitro und in 
vvVo-Diagnostikvon Pollenallergien eingesetzt werden. 

15 Allergien vom Typ 1 haben weltweite Bedeutung. Bis zu 20 % der Bevolke- 
rung in industrialisierten Landern leiden unter Beschwerden wie allergi- 
scher Rhinitis, Konjunktivitis oder Bronchialasthma. Diese Allergien werden 
durch in der Luft befindliche Allergene (Aeroallergene), die von Quellen un- 
terschiedlicher Herkunft wie Pflanzenpollen, Milben, Katzen oder Hunden 

20 freigesetzt werden, hervorgerufen. Bis zu 40 % dieser Typ 1-AIIergiker wie- 
derum zeigen spezifische IgE-Reaktivitat mit Graserpollenallergenen 
(Freidhoff et al., 1986, J. Allergy Clin. Immunol. 78, 1190-2001). 

Bei den Typ 1-Allergie auslosenden Substanzen handelt es sich um Protei- 
25 ne, Glykoproteine oder Polypeptide. Diese Allergene reagieren nach Auf- 
nahme Qber die Schleimhaute mit den bei sensibilisierten Personen an der 
Oberflache von Mastzellen gebundenen IgE-Molekulen. Werden zwei IgE- 
MolekOle durch ein Allergen miteinander vernetzt, fQhrt dies zur AusschUt- 
tung von Mediatoren (z. B. Histamin, Prostaglandine) und Zytokinen durch 
30 die Effektorzelle und damit zu den entsprechenden klinischen Symptomen. 
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In Abhangigkeit von der relativen Haufigkeit mit der die einzelnen Aller- 
genmolekOle mit den lgE-Antik6rpern von Allergikern reagieren, wird zwi- 
schen Major- und Minorallergenen unterschieden. 

5 Im Fall vom Wiesenlieschengras (Phleum pratense) sind bislang Phi p 1 

(Petersen et ah, 1993, J. Allergy Clin. Immunol. 92: 789-796), Phi p 5 (Mat- 
thiesen und Lowenstein, 1991, Clin. Exp. Allergy 21: 297-307; Petersen et 
al., 1992, Int. Arch. Allergy Immunol. 98: 105-109), Phi p 6 (Petersen etal., 
1995, Int. Arch. Allergy Immunol. 108, 49-54). Phi p 2/3 (Dolecek et al., 

1 0 1 993, FEBS 335 (3), 299-304), Phi p 4 (Haavik et al., 1 985, Int. Arch. Aller- 
gy Appl. Immunol. 78: 260-268; Valenta et al., 1992, Int. Arch. Allergy Im- 
munol. 97: 287-294, Fischer et al., 1996, J. Allergy Clin. Immunol. 98: 189- 
198) und Phi p 13 (Suck et al., 2000, Clin. Exp. Allergy 30: 324-332; Suck 
et al., 2000, Clin. Exp. Allergy 30: 1395-1402) als Hauptallergene identifi- 

15 ziertworden. 

Das Phi p 4 ist als basisches Glykoprotein mit einer Molekularmasse zwi- 
schen 50 und 60 kDa angegeben worden (Haavik et al., 1985, Int. Arch. Al- 
lergy Appl. Immunol. 78: 260-268). Das Phi p 4-MolekQI ist Trypsin- 

20 resistent (Fischer et al., 1996, J. Allergy Clin. Immunol. 98: 189-198) und 
70-88 % der Graspollenallergiker haben IgE-Antikorper gegen dieses Mo- 
lekQI (Valenta et al., 1993, Int. Arch. Allergy Immunol. 97: 287-294; Rossi et 
al., 2001, Allergy 56:1 180-1185; Mari, 2003, Clin. Exp. Allergy 33:43-51). 
Homologe Molekule sind aus verwandten Grasspezies beschrieben worden 

25 (Su et al., 1991, Clin. Exp. Allergy 21: 449-455; Jaggi et al., 1989, Int. Arch. 
Allergy Appl. Immunol. 89: 342-348; Jaggi et al., 1989, J. Allergy Clin; Im- 
munol. 83: 845-852; Leduc-Brodard et al., 1996, J. Allergy Clin. Immunol. 
98: 1065-1072; 14 - 17). Diese homologen Molekule der Poaceae bilden 
die Allergengruppe 4, deren Molekule eine hohe immunologische Kreuzre- 

30 aktivitat untereinander sowohl mit monoklonalen Mausantikorpern als auch 
mit humanen IgE-Antikorpern aufweisen (Fahlbusch et al., 1993 Clin. Exp. 
Allergy 23:51-60; Leduc-Brodard et al., 1996, J. Allergy Clin. Immunol. 
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98:1065-1072; Su et al., 1996, J. Allergy Clin. Immunol. 97:210; Fahlbusch 
et al., 1998, Clin. Exp. Allergy 28:799-807; Gavrovic-Jankulovic et al., 2000, 
Invest. Allergol. Clin. Immunol. 10 (6): 361-367; Stumvoll et al. 2002, Biol. 
Chem. 383: 1383-1396; Grote et al., 2002, Biol. Chem. 383: 1441-1445; 
5 Andersson und Lidholm, 2003, Int. Arch. Allergy Immunol. 130: 87-107; 
Mari, 2003, Clin. Exp. Allergy, 33 (1): 43-51). 

Im Gegensatz zu den oben genannten Hauptallergenen von Phleum pra- 
tense (Phi p 1 , Phi p 2/3, Phi 5a und 5b, Phi p 6 und Phi p 13) ist die Pri- 
marstruktur des Phi p 4 noch nicht aufgeklsirt. Ebenso gibt es keine voll- 
1 0 standige Sequenz von Molekulen der Gruppe 4 aus anderen Grasspezies. 



Die Bestimmung der N-terminalen Aminosauresequenz war bisher nicht er- 
folgreich. Die Ursachen hierfQr sind jedoch nicht bekannt. Fischer et al. (J. 
Allergy Clin. Immunol., 1996; 98: 189-198) vermuten eine N-terminale Blo- 
1 5 ckierung, konnten aber ein internes Peptid nach Abbau mit Lysyl- 

Endopeptidase reinigen und dessen Sequenz bestimmen: IVALPXGMLK 
(SEQ ID NO 7). 

Dieses Peptid weist Homologien zu Peptidsequenzen in den Ragweed- 
Allergenen Amb a1 und Amb a2 sowie Ahnlichkeiten zu Sequenzen in Pro- 

20 teinen von Mais (Zm58.2), Tomate (lat 59, lat 56) und Tabak (G10) auf (Fi- 
scher et al., 1996i J. Allergy Clin. Immunol. 98: 189-198). Fur Lolium pe- 
renne wurden for das basische Gruppe-4 Allergen Peptidfragmente mit der 
folgenden Sequenz beschrieben: FLEPVLGLIFPAGV (SEQ ID NO 8) und 
GLIEFPAGV (SEQ ID NO 9) (Jaggi et al., 1989, Int. Arch. Allergy Appl. 

25 Immunol. 89: 342-348). 



Von dem Gruppe-4 Allergen aus Dactylus glomerata sind ebenfalls Peptide 
durch enzymatischen Abbau gewonnen und sequenziert worden: 
DIYNYMEPYVSK (P15, SEQ ID NO 10), 
30 VDPTDYFGNEQ (P17, SEQ ID NO 1 1), 

ARTAWVDSGAQLGELSY (P20, SEQ ID NO 12) 
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und GVLFN IQYVNYWFAP (P22, SEQ ID NO 13) (Leduc-Brodard et a!., 
1996, J. Allergy Clin. Immunol. 98: 1065-1072). 

Auch vom Gruppe-4 Allergen des subtroplschen Bermuda-Grases {Cyno- 

don dactylon) sind durch Proteolyse Peptide erhalten und sequenziert wor- 
5 den: 

KTVKPLYIITP (S, SEQ ID NO 14), 

KQVERDFLTSLTKDIPQLYLKS (V49L, SEQ ID NO 15), 

TVKPLYIITPITAAMI (T33S, SEQ ID NO 16), 

LRKYGTAADNVIDAKWDAQGRLL (T35L, SEQ ID NO 17), 
10 KWQTVAPALPDPNM (P2, SEQ ID NO 18), 

VTWIESVPYIPMGDK (V26L, SEQ ID NO 19), 

GTVRDLLXRTSNIKAFGKY (L25L, SEQ ID NO 20), 

TSNIKAFGKYKSDYVLEPIPKKS (T22L, SEQ ID NO 21), 

YRDLDLGVNQWG (P3, SEQ ID NO 22), 
1 5 SATPPTHRSGVLFNI (V20L, SEQ ID NO 23), 

und AAAALPTQVTRDIYAFMTPYVSKNPRQAYVNYRDLD (V14L, SEQ ID 

NO 24) (Liaw et al., 2001, Biochem. Biophys. Research Communication 

280: 738-743). 

20 Diese beschriebenen Peptidsequenzen fOr Phi p 4 und Gruppe-4 Allergene 
haben jedoch bisher nicht zur Aufklarung der vollstandigen PrimSrstruktur 
der Gruppe-4 Allergene gefuhrt. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe bestand daher 
25 in der Bereitstellung der vollstandigen DNA-Sequenz des Phi p 4 sowie ei- 
ner entsprechenden rekombinanten DNA, auf deren Grundlage das 
Phi p 4-Allergen als Protein exprimiert und einer pharmakologisch bedeut- 
samen Verwertung als solches oder in veranderter Form zuganglich ge- 
macht werden kann. 



30 
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Verzeichnis der Abbildungen 

Abbildung 1 : Interne DNA-Sequenz (SEQ ID NO 25) des Phi p 4-Gens 
Mit den degenerierten Primern Nr. 30 (sense) und Nr. 37 (anti-sense), bei- 
5 de kursiv dargestellt, wurden mit genomischer DNA erhaltene Amplifikate 
kloniert und sequenziert. Die dargestellte Sequenz reprasentiert den Kon- 
sensus aus 6 Kionen. Der aus dieser Sequenz kreierte spezifische sense- 
Primer Nr. 82 ist unterstrichen dargestellt. 

10 Abbildung 2: 3'-Ende der Nukleinsauresequenz (SEQ ID NO 26) des Phi p 
4-Gens 

In einer 3-RACE PCR mit Phleum pratense cDNA wurden Amplifikate mit 
dem spezifischen sense-Primer Nr. 82 (kursiv dargestellt) sowie einem An- 
kerprimer gewonnen und sequenziert. Die dargestellte Sequenz reprasen- 
1 5 tiert den Konsensus aus 3 Sequenzierungen und umfasst das 3'-Ende des 
Phi p 4-Gens bis zum Stopp-Codon (doppelt unterstrichen). Die Sequenz- 
bereiche, die zur Konstruktion der anti-sense-Primer Nr. 85 und Nr. 86 he- 
rangezogen wurden, sind unterstrichen dargestellt. 

20 Abbildung 3: Lokalisierung der Phi p 4- Peptide in der deduzierten Amino- 
sauresequenz des Phi p 4-Allergens (SEQ ID NO 2) 
Die aus der Aminosauresequenzierung des gereinigten und fragmentierten 
Phi p 4 Allergens erhaltenen Peptide P1 - P6 (SEQ ID NO's 27-32) lassen 
sich eindeutig der aus der Nukleinsauresequenz abgeleiteten AminosSure- 

25 sequenz des Phi p 4-Gens zuordnen. 

Abbildung 4: Nachweis der Identitat des rekombinanten Phi p 4 (rPhl p 4) 
mittels der fur nPhl p 4 spezifischen monoklonalen Antikorper 5H1 (Blot A) 
und 3C4 (Blot B) im Western Blot. 
30 Bahn 1 : E. co/i Gesamtzellextrakt enthaltend rPhl p 4 Fragment 1-200 
Bahn 2: E. coli Gesamtzellextrakt enthaltend rPhl p 4 Fragment 185-500 



WO 2004/000881 



-6- 



PCT/EP2003/006092 



Bahn 3: E. coli Gesamtzellextrakt enthaltend rPhl p 4 
Bahn 4: gereinigtes nPhl p 4 aus Phleum pratense 

( ): Abbruch- oder Degradationsfragmente von C-terminalem rPhl p 4- 
Fragment bzw. rPhl p 4 Gesamtmolekul 

5 

Abbildung 5: Nachweis der Reaktivitat des rekombinanten Phi p 4 (rPhl p 
4) mit IgE aus Seren von Graspollenallergikern im Western Blot. 
Extrakte von transformierten E. oo//-Zellen, die entweder das komplette Phi 
p 4 Gen exprimieren oder das N-terminale Fragment 1-200 bzw. das C- 

10 terminate Fragment 185-500 wurden in der SDS-PAGE getrennt und auf 
Nitrozellulosemembranen transferiert. Der Blot wurde mit Seren der gras- 
pollenallergischen Spender A, B oder C inkubiert und nachfolgend gebun- 
denes IgE Qber einen anti-human-lgE Antikorper, konjugiert mit alkalischer 
Phosphatase, kolorimetrisch detektiert. 

15 Bahn 1: E. coli Gesamtzellextrakt enthaltend rPhl p 4 Fragment 1-200 

Bahn 2: E. coli Gesamtzellextrakt enthaltend rPhl p 4 Fragment 185-500 
Bahn 3: E. coli Gesamtzellextrakt enthaltend rPhl p 4 
Bahn 4: gereinigtes nPhl p 4 aus Phleum pratense 

20 Die vor- und nachstehend verwendeten Bezeichnungen fflr Nukleotid- bzw. 
Aminosauresequenzen "SEQ ID NO" beziehen sich auf das der Beschrei- 
bung beigefugte Sequenzprotokoll. 

25 Beschreibung der Erfindung 

Mit der vorliegenden Erfindung wird die Gensequenz des Graspollenhaup- 
tallergens Phi p 4 nun erstmals bereit gestellt, wobei sich aus den aufge- 
fundenen Einzelnukleotidaustauschen (Single Nucleotide Polymorphisms, 
30 SNP's) drei dominierende Sequenzen (SEQ ID NO 1, 3 und 5) ergeben. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung 1st daher ein DNA-MolekQI ent- 
sprechend einer Nukleotidsequenz, ausgewahlt aus einer Gruppe beste- 
hend aus SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3 und SEQ ID NO 5 bzw. ein DNA- 
MolekOl entsprechend einer Nukleotidsequenz, die fUr das Majorallergen 
5 Phi p 4 aus Phleum pratense kodiert. 

Die Erfindung schlieBt dabei auch Fragmente, Neukombinationen von Teil- 
sequenzen und Punktmutanten mit hypoallergener Wirkung ein. 

1 0 Gegenstand der Erfindung sind daher weiterhin entsprechende Teilse- 

quenzen, einer Kombination von Teilsequenzen bzw. Austausch- Elimie- 
rungs- oder Additionsmutanten, welche fur ein immunmodulatorisches, T- 
Zell-reaktives Fragment eines Gruppe-4-Allergens der Poaceae kodieren. 

1 5 lm Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung sind au&er den Grup- 
pe-4 Allergenen der anderen Grasspezies die Gruppe-13 Allergene von In- 
teresse, da sie ein den Gruppe-4 Allergenen sehr ahnliches Molekularge- 
wicht in der SDS-PAGE zeigen und schwer durch biochemische Techniken 
abzutrennen sind (Suck et al., 2000, Clin. Exp. Allergy 30: 324-332, Suck et 

20 al., 2000, Clin. Exp. Allergy 30: 1 395-1402). Mit Hilfe der jetzt erstmalig vor- 
liegenden, erfindungsgemaSen Protein- und DNA-Sequenz kann jedoch 
eindeutig gezeigt werden, dass die Gruppen 4 und 1 3 deutlich unterschied- 
liche Aminosauresequenzen aufweisen. 

25 Mit der Kenntnis der DNA-Sequenz der natQrlich vorkommenden Allergene 
ist es nun moglich, diese Allergene als rekombinante Proteine herzustellen, 
die in der Diagnostik und Therapie von allergischen Erkrankungen Ver- 
wendung finden kdnnen (Scheiner and Kraft, 1995, Allergy 50: 384-391). 



30 



Ein klassischer Ansatz zur wirksamen therapeutischen Behandlung von Al- 
lergien stellt die Spezifische Immuntherapie oder Hyposensibilisierung dar 
(Fiebig, 1995, Allergo J. 4 (6): 336-339, Bousquet et al., 1998, J. Allergy 
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Clin. Immunol. 102(4): 558-562). Dabei werden dem Patlenten natOrliche 
Allergenextrakte in steigenden Dosen subkutan injiziert. Allerdings besteht 
bei dieser Methode die Gefahr von allergischen Reaktionen Oder sogar ei- 
nes anaphylaktischen Schocks. Urn diese Risiken zu minimieren, werden 

5 innovative Praparate in Form von Allergoiden eingesetzt. Dabei handelt es 
sich urn chemisch modifizierte Allergenextrakte, die deutlich reduzierte IgE- 
Reaktivitat, jedoch identische T-Zell-Reaktivitat im Vergleich zum nicht be- 
handelten Extrakt aufweisen (Fiebig, 1995, Allergo J. 4 (7): 377-382). 
Eine noch weitergehende Therapieoptimierung ware mit rekombinant her- 

10 gestellten Allergenen moglich. Definierte, ggfs. auf die individuellen Sensi- 
bilisierungsmuster der Patienten abgestimmte Cocktails von hochreinen, 
rekombinant hergestellten Allergenen konnten Extrakte aus natQrlichen Al- 
lergenquellen abldsen, da diese auSer den verschiedenen Allergenen eine 
groBere Zahl von immunogenen, aber nicht allergenen Begleitproteinen 

15 enthalten. 

Realistische Perspektiven, die zu einer sicheren Hyposensibilisierung mit 
Expressionsprodukten fuhren kQnnen, bieten gezielt mutierte rekombinante 
Allergene, bei denen IgE-Epitope spezifisch deletiert werden, ohne die fur 
die Therapie essentiellen T-Zell Epitope zu beeintrachtigen (Schramm et 
20 al., 1999, J. Immunol. 162: 2406-2414). 

Eine weitere MOglichkeit zur therapeutischen Beeinflussung des gestOrten 
TH-Zell-Gleichgewichtes bei Allergikern ist die immuntherapeutische DNA- 
Vakzinierung. Dabei handelt es sich urn eine Behandlung mit expressions- 
25 fahiger DNA, die for die relevanten Allergene kodiert. Erste experimentelle 
Belege fQr die allergenspezifische Beeinflussung der Immunantwort konnte 
an Nagern durch Injektion von Allergen-kodierender DNA erbracht werden 
(Hsu et al, 1996, Nature Medicine 2 (5): 540-544). 

30 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch ein vor- oder nach- 
stehend beschriebenes DNA-MolekQI bzw. ein entsprechender rekombi- 
nanter Expressionsvektor als Arzneimittel. 
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Die entsprechenden rekombinant hergestellten Proteine kSnnen zurThe- 
rapie sowie zur in vitro- und in v/Vo-Diagnostik von Pollenallergien einge- 
setzt werden. 

5 Zur Hersteilung des rekombinanten Allergens wird die klonlerte Nukleinsau- 
re in einen Expressionsvektor ligiert und dieses Konstrukt in einem geeig- 
neten Wirtsorganismus exprimiert. Nach biochemischer Relnigung steht 
dieses rekombinante Allergen zur Detektion von IgE-Antikorpern in etablier- 
ten Verfahren zur VerfQgung. 

10 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher weiterhin ein rekombi- 
nanter Expressionsvektor, enthaltend ein vor- oder nachstehend beschrie- 
benes DNA-MolekQI, funktionell verbunden mit einer Expressionskontroll- 
sequenz und ein Wirtsorganismus, transformiert mit besagtem DNA- 
15 MolekQI oder besagtem Expressionsvektor. 

Ebenfalls erfindungsgegenstandlich ist die Verwendung mindestens eines 
zuvor beschriebenen DNA-MolekQIs oder mindestens eines zuvor be- 
schriebenen Expressionsvektors zur Hersteilung eines Arzneimittels zur 
20 immuntherapeutischen DNA-Vakzinierung von Patienten mit Allergien, an 
deren Auslosung Gruppe-4-Allergene der Poaceae beteiligt sind und/oder 
zur Prevention solcher Allergien. 

Wie bereits ausgefuhrt kann die Erfindung als eine essentielle Komponente 
25 in einem rekomb t inanten allergen- oder nukleinsaurehaltigen Praparat zur 
spezifischen Immuntherapie angewendet werden. Hierbei bieten sich meh- 
rere Moglichkeiten. Zum einen kann das in der Primarstruktur unveranderte 
Protein Bestandteil des PrSparates sein. Zum anderen kann durch gezielte 
Deletion von IgE-Epitopen des Gesamtmolekiils oder der Hersteilung von 
30 einzelnen Fragmenten, die fur T-Zell Epitope kodieren, erfindungsgemaB 
eine hypoallergene (allergoide) Form zur Therapie verwendet werden, urn 
unerwQnschte Nebenwirkungen zu vermeiden. SchlieGlich wird durch die 



WO 2004/000881 

Nukleinsaure an sich, wenn sie mit einem eukaryontischen Expressions- 
vektor ligiert wird, ein Praparat geschaffen, das direkt appliziert den allergi- 
schen Immunzustand im therapeutischen Sinne verandert. 

5 Bei der Erfindung handelt es sich somit urn rekombinante DNA-MolekQIe 

entsprechend den SEQ ID NO 1, 3 oder 5, wobei die Nukleotidsequenz der 
Positionen 1-69 aus der Aminosauresequenz des Phi p 4 N-Terminus ab- 
geleitet wurde. Dabei wurden in E. coii haufig vorkommende Codons ver- 
wendet. Ab Position 70 entspricht die DNA-Sequenz derjenigen, die in ge- 

1 o nomischer und cDNA von Phleum pratense identifiziert wurde. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher weiterhin ein DNA- 
Molekul, umfassend eine Nukleotidsequenz gem3& SEQ ID NO 1, SEQ ID 
NO 3 bzw. SEQ ID NO 5, beginnend mit der Position 70, welches fQr ein 
Polypeptid mit den Eigenschaften des Majorallergens Phi p 4 aus Phleum 

1 5 pratense kod iert. 

Desweiteren handelt es sich bei der vorliegenden Erfindung um die von ei- 
nem oder mehreren der zuvor beschriebenen DNA-MolekOle kodierten Po- 
lypeptide, vorzugsweise in ihrer Eigenschaft als Arzneimittel. 

20 Dabei handelt es sich insbesondere um Polypeptide gemaS SEQ ID NO 2, 
SEQ ID NO 4 bzw. SEQ ID NO 6, wobei die Aminosaurepositionen 1-33 
durch N-terminale Aminosauresequenzierung des isolierten natdrlichen Phi 
p 4 Allergens bestimmt wurden. Die Positionen 24-500 wurden von der 
DNA-Sequenz gemaS SEQ ID NO 1 , 3 bzw. 5 abgeleitet. Variable Amino- 

25 sauren an den Positionen 6, 7, 8 und 9 entstammen der N-terminalen Pro- 
teinsequenzierung unterschiedlicher Praparationen des natQrlichen Phi p 4 
(Tab. 1). 

Die Erfindung betrifft demgemaS auch ein Verfahren zur Herstellung sol- 
dier Polypeptide durch Kultivieren eines Wirtsorganismus gemaB An- 
30 spruch 1 1 und Gewinnung des entsprechenden Polypeptids aus der Kultur. 
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Ebenfalls erfindungsgegenstandlich ist die Verwendung mindestens eines 
zuvor beschriebenen Polypeptids zur Herstellung eines Arzneim'rttels zur 
Diagnose und/oder Behandlung von Allergien, an deren Auslosung Grup- 
pe-4-Allergene der Poaceae beteiligt sind sowie zur Prevention solcher Al- 
5 lergien. 

Diese erfindungsgemaSen Polypeptide bzw. Proteine, welche for Men- 
schen als Allergene wirken, sind in den PollenkSrnern von Phleum praten- 
se enthalten. Die Pollenkorner der anderen Poaceae-Spezies, wie z.B. Lo- 
10 Hum perenne, Dactylis glomerata, Poa pratensis, Cynodon dactylon, Holcus 
lanatus u.a. enthalten homologe Allerge.nmolekule (Gruppe-4 Allergene). 
Die Homologie dieser MolekOle ist durch ihre immunologische Kreuzreakti- 
vitat sowohl mit murinen monoklonalen AntikSrpern als auch mit humanen 
IgE-Antikorpern nachgewiesen worden. 

15 

Infolge dessen betrifft die Erfindung auch zur Phi p 4 DNA-Sequenz homo- 
loge Sequenzen bzw. entsprechende DNA-Molekule von Gruppe-4- 
Allergenen aus anderen Poaceae wie beispielsweise Lolium perenne, Dac- 
tylis glomerata, Poa pratensis, Cynodon dactylon, Holcus lanatus, Triticum 
20 aestivum und Hordeum vulgare, die aufgrund der bestehenden Sequenz- 
homologie mit der Phi p 4-DNA unter stringenten Bedingungen hybridisie- 
ren, bzw. bezuglich Phi p 4 eine immunologische Kreuzraktivitat aufweisen. 



25 Bei der Ermittlung der Protein- und DNA-Sequenz des Phi p 4 wurde wie 
folgt vorgegangen: 

Die Reinigung und Isolierung des naturiichen Allergens Phi p 4 erfolgte 
nach beschriebenen Methoden (Fahlbusch etal. 1998, Clin. Exp. Allergy 
30 28: 799-807, Suck et al. 2000, Clin. Exp. Allergy 30: 1395-1402). Die Fein- 
reinigung und die Abtrennung von Spuren des Allergens der Gruppe 13 er- 
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folgte nach der von Suck et ai. (2000, Clin. Exp. Allergy 30: 1395-1402) be- 
schriebenen Methode. 

Von diesem aus Phleum pratense isolierten Phi p 4 wurde die N-terminale 
Aminosauresequenz mittels Edman-Abbau bestimmt. Mit unterschied lichen 

5 Chargen des Phi p 4 wurden die in Tabelle 1 aufgezeigten N-terminalen 
Sequenzen (P1a - f) bestimmt. Als Konsensussequenz fUr die ersten 15 
Positionen wird folgende Sequenz angesehen: YFPP'P'AAKEDFLGXL 
(SEQ ID NO 33). Die Position 14 konnte nicht bestimmt werden, wahr- 
scheinlich ist sie mit einem Cystein besetzt. Die unterschiedlichen Amino- 

10 sauren auf den Positionen 6, 7, 8 und 9 bei den unterschiedlichen Char- 
gen weisen auf Variationen im Sinne von Isoformen hin. Die Positionen 4 
und 5 sind mit Hydroxyprolin (P') besetzt, was durch eine spezifische Ana- 
lytik bei den Analysen der Praparate p1-a und -b eindeutig festgestellt wur- 
de. 

15 

Durch Behandlung des SDS-denaturierten Phi p 4 mit der Endopeptidase 
Glu-C (Promega, Heidelberg, Germany) wurden verschiedene Peptide er- 
halten. Von zwei Peptiden (P2 und P3) wurden die in Tabelle 1 gezeigten 
AminosSuresequenzen bestimmt. Durch Spaltung mit der Endopeptidase 
20 Lys-C (Roche, Mannheim, Deutschland) wurden 2 Peptide (P4 und P5) ge- 
reinigt und sequenziert (Tab. 1). Durch CNBr-Spaltung wurde ein weiteres 
Peptid (P6) isoliert und die Aminosauresequenz ermittelt (Tab,1). 

Die Aminosauresequenzen der N-terminalen Sequenz und der internen 
25 Peptide 2 und 6 wurden als Grundlage for die Konstruktion von degenerier- 
ten Primem benutzt. Mit dem Sense-Primer Nr. 30 und dem Anti-Sense- 
Primer Nr. 37 (Tab. 2) wurden mit genomischer DNA aus Phleum pratense 
Amplifikate hergestellt. Die von diesen Amplifikaten gewonnenen Klone 
wurden sequenziert (Abb. 1) und zur Konstruktion des spezifischen Sense- 
30 Primers Nr. 82 benutzt (Tab. 2). Mit einer cDNA, die aus der reprasentati- 
ven mRNA-Population aus Phleum prafense-Poilen hergestellt wurde, und 
dem erfindungsgemaSen spezifischen Sense-Primer Nr. 82 sowie dem An- 
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kerprimer AUAP (Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland) wurde eine 
PCR unter stringenten Bedingungen durchgefuhrt. Dieses Amplifikat von 
ca. 450 kb wurde sequenziert und somit die fehlende Sequenz bis zum 3- 
Ende des Phi p 4-Genes identifiziert (Abb. 2). Basierend auf dieser erfin- 

5 dungsgemaB bestimmten C-terminalen Phi p 4-Sequenz wurden die spezi- 
fischen Anti-Sense-Primer Nr. 85 und Nr. 86 konstruiert (Tab. 2). Basierend 
auf der N-terminalen Aminosauresequenz des Phi p 4-Peptids P1-a (Tab. 
1) wurde der degenerierte Sense-Primer Nr. 29, abgeleitet von der DNA 
kodierend fur die Aminosaurepositionen 24-33 (LYAKSSPAYP (SEQ ID NO 

10 34)), konstruiert. 



Mit den Primern Nr. 29 und Nr. 86 wurde mit genomischer Phleum praten- 
se-DNA eine PCR durchgefuhrt. Dieses PCR-Produkt wurde als Grundlage 
fQr eine zweite PCR (nested PCR) mit den Primern Nr. 29 und Nr. 85 ein- 

1 5 gesetzt. Die Amplifikate wurden in den Vektor pGEM T-easy (Promega, 
Heidelberg, Deutschland) inseriert, kloniert und sequenziert. Diese Se- 
quenz beginnt an der Position 24 vom N-Terminus gerechnet bzw. Position 
70 der DNA-Sequenz gemaS SEQ ID NO 1, 3 oder 5 und reicht bis zum 
Primer Nr. 85, (Position 1402 in SEQ ID NO 1, 3 oder 5) der im schon be- 

20 stimmten C-terminalen Abschnitt des Phi p 4-Genes lokalisiert ist. Mit die- 
sen Daten kann die vollstandige Aminosauresequenz des Phi p 4- 
MolekOles aus den durch Proteinsequenzierung bestimmten ersten 33 A- 
minosaurepositionen und der deduzierten Aminosauresequenz (477 Positi- 
oned, die aus den mit den Primern Nr. 29/Nr. 85 und Nr. 82/Anker-Primer 

25 hergestellten Klqnen abgeleitet werden kann, konstruiert werden. Die bei- 
den Klone Uberlappen in 197 Positionen ihrer Nukleotidsequenz. Das vom 
Klon Nr. 29/Nr. 85 kodierte Peptid Oberlappt auf 10 Aminosaurepositionen 
mit der durch direkte Aminosauresequenzierung bestimmten N-terminalen 
Sequenz (Positionen 1-33).des Phi p 4, wobei die mit beiden Methoden be- 

30 stimmten Aminosauren Obereinstimmen. 
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Die Aminosauresequenz des Phi p 4 basierend auf den direkt bestimmten 
N-terminalen Aminosauren und der deduzierten Aminosauresequenz ent- 
spricht den unter den SEQ ID NO 2, 4 bzw. 6 im Sequenzprotokoll aufge- 
fuhrten Sequenzen. 

5 

Mit dem spezifischen Sense-Primer Nr. 88 (Tab. 2) und dem spezifischen 
Anti-Sense-Primer Nr. 86 wurden sowohl mit genomischer als auch mit 
cDNA von Phleum pratense PCR-Produkte hergestellt und direkt sequen- 
ziert. 

10 Hierdurch ist es moglich, PCR-Fehler auszuschliessen und genetische Va- 
riationen (single nucleotide polymorphisms) aufzudecken. 
Die gefundenen Einzelnukleotidaustausche zur DNA-Sequenz SEQ ID NO 
1 sind in Tabelle 3 aufgefuhrt. Einige dieser Einzelnukleotidaustausche fuh- 
ren zu veranderten Aminosauren. Diese sind in Tabelle 4 dargestellt. Es 

1 5 wurden weiterhin DNA-Klone sequenziert, die zu abweichenden Aminosau- 
ren in Bezug auf die dominierenden Sequenzen SEQ ID NO 2, 4 und 6 fQh- 
ren (Tab. 5). 

Diese Aminosaurevariationen sind als Isoformen des Phi p 4-Molek0les 
anzusehen. Die Existenz solcher Isoformen istaufgrund des heterogenen 

20 isoelektrischen Verhaltens des natOrlichen Phi p 4 zu erwarten. Alle bisher 
bekannten Pollenallergene weisen solche Isoformen auf. Dass das DNA- 
Stuck, welches mit den Primern Nr. 29 und 86 bestimmt wurde, tatsachlich 
fur ein Protein kodiert, welches mit dem natQrlichen Phi p 4-Allergen iden- 
tisch ist, kann unter anderem auch dadurch bewiesen werden, dass fur die 

25 identifizierten internen Peptide P3, P4 und P5 (Tab. 1) des natDrlichen Phi 
p 4 homologe Peptidsequenzen in der deduzierten Aminosauresequenz 
des erfindungsgema&en rekombinanten Phi p 4-MolekOls gefunden werden 
(Abb. 3). Die beschriebene Aminosauresequenz des Phi p 4 zeigt, dass es 
sich um ein basisches Molekul mit einem kalkulierten isoelektrischen Punkt 

30 von 8,99 (SEQ ID NO 2), 8,80 (SEQ ID NO 4) bzw. 9,17 (SEQ ID NO 6), 
bestehend aus 500 Aminosauren, handelt. Die quantitative Aminosaurezu- 
sammensetzung ist in Tabelle 6 dargestellt. Das berechnete Molekularge- 
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wicht des rekombinanten Phi p 4 betragt 55.762 (SEQ ID NO 2), 55.734 
(SEQ ID NO 4) bzw. 55.624 (SEQ ID NO 6) Dalton. Diese berechnete Mo 
iekularmasse stimmt sehr gut mit der durch SDS-PAGE bestimmten Mole- 
kularmasse des naturlichen Phi p 4, fiir das 55 kDa bestimmt wurden, u- 
5 herein (Fahibusch et al M 1998, Clin. Exp. Allergy 28: 799 -807 und Suck et 
al., 2000, Clin. Exp. Allergy 30: 1395-1402). 

Auch fQr die Gruppe-4 Allergene verwandter Grasspezies wurden Moleku- 
larmassen zwischen 50 und 60 kDa beschrieben (Su et al., 1991, Clin. Exp. 
10 Allergy 21: 449-455; Jaggi et al., 1989, Int. Arch. Allergy Appl. Immunol. 89: 
342-348; Jaggi et al., 1989, J. Allergy Clin. Immunol. 83: 845-852; Leduc- 
Brodard et al., 1996, J. Allergy Clin. Immunol. 98: 1065-1072; 14 - 17). 

Zur Herstellung des rekombinanten Phi p 4-Proteins wurde die fOr Phi p 4- 
15 kodierende DNA-Sequenz gemaR SEQ ID NO 1 , 3 und/oder 5 in Expressi- 
onsvektoren (z.B. pProEx, pAOro, pSE 380) eingebaut. Fur die aus der 
Proteinsequenzierung bekannten N-terminalen Aminosauren wurden E. coli 
optimierte Codons verwendet. 

20 Nach der Transformation in E. coli, der Expression und der Reinigung des 
rekombinanten Phi p 4 durch verschiedene Trenntechniken wurde das er- 
haltene Protein einem Refoldingprozess unterworfen. 
Dieses so gewonnene rPhl p 4-Protein ergibt eine einzelne Bande in der 
SDS-PAGE, die im gleichen Molekulargewichtsbereich wie das natOrliche 

25 Phi p 4 wandert.Die immunologische Reaktivitat des rPhl p 4 konnte durch 
die Reaktion mit den murinen monoklonalen Antikorpern 5H1 und 3C4, die 
mit naturlichem Phi p 4 induziert worden waren und mit den homologen 
Proteinen (Gruppe 4) der Poaceae kreuzreagieren (Fahibusch et al., 1998, 
Clin. Exp. Allergy 28:799-807; Gavrovic-Jankulovic et al., 2000, Invest. Al- 

30 lergol, Clin. Immunol. 10 (6): 361-367), nachgewiesen werden (Abb. 4). 

Das rPhl p 4 reagiert mit IgE-Antikorpern von Allergikern, die nachgewiese- 
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ne IgE-Reaktivitat mit nattlrlichem Phi p 4 haben. Diese IgE-Reaktivitat und 
daniit die Wirkung als Allergen konnte sowohl im Dot-Test, Western-Blot 
als auch nach Adsorption des Allergens an Polystyren-Mikrotlterplatten 
nachgewiesen werden. Der Nachweis im Western-Blot ist in Abbildung 5 
5 gezeigt Bei Reaktion des rPhl p 4 mit Basophilen von Allergengruppe 4- 
reaktiven Graspollenallergikem werden diese zur verstarkten Expression 
des Aktivierungsmarkers CD 203c angeregt. Diese Basophilenaktivierung 
durch rPhl p 4 zeigt deutlich, dass dieses MolekQI auch funktionell als Al- 
lergen wirkt. 

10 Damit kann dieses rPhl p 4-Allergen zur hochspezifischen Diagnostik von 
Graspollenallergikem eingesetzt werden, Diese Diagnostik kann in vitro 
durch die Detektion von spezifischen Antikdrpern (IgE, lgG1 - 4, IgA) und 
die Reaktion mit IgE-beladenen Effektorzellen (z. B. Basophile aus dem 
Blut) oder in vivo durch Hauttest-Reaktionen und Provokation am Reakti- 

15 onsorgan erfolgen. 

Die Reaktion des rPhl p 4 mit T-Lymphozyten von Graspollenallergikem 
konnte durch die allergenspezifische Stimulierung der T-Lymphozyten zur 
Proliferation und Zytokinsynthese sowohl mit T-Zellen in frisch praparierten 
20 Blutlymphozyten als auch an etablierten nPhl p 4-reaktiven T-Zell-Linien 
und -Klonen nachgewiesen werden, 

Basierend auf der dargelegten DNA-Sequenz des rPhl p 4 wurden Teilse- 
quenzen kodierend fQr Peptide von 50 bis 350 Aminosauren in Expressi- 

25 onsvektoren kloqiert. Diese Teilsequenzen decken sequentiell die vollstSn- 
dige Sequenz des rPhl p 4 ab, wobei Oberlappungen von mindestens 12 
Aminosauren vorkommen. Die exprimierten Peptide entsprechen Phi p 4- 
Fragmenten. Diese Phi p 4-Fragmente reagieren einzeln oder als Gemisch 
mit den IgE-Antikdrpern von Allergikern nicht oder nur in geringem Grade, 

30 so dass sie als hypoallergen eingestuft werden kdnnen. Im Gegensatz da- 
zu ist das Gemisch dieser Fragmente in gleicher Weise wie das vollstandi- 
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ge rekombinante oder natQrfiche Phi p 4 zur Stimulierung von T- 
Lymphozyten von Graspollenallergikern mit Phi p 4-Reaktivitat fahig. 
Abbildung 4 zeigt als Beispiel die Charakterisierung zweier solcher Phi p 4- 
Fragmente, entsprechend den Aminosauren 1-200 und 185-500 durch die 

5 Bindung an Phi p 4-spezffische monoklonale Mausantikorper. Das C- 

terminate Fragment 185-500 reagiert nur mit dem nonoklonalen Antikorper 
5H1, wahrend das N-terminale Fragment 1-200 eindeutig mit dem mo- 
noklonalen Antikorper 3C4 reagiert. Aus Abbildung 5 wird ersichtiich, daB 
das Fragment 185-500 weniger stark mit dem IgE aus den Seren der Aller- 

10 giker B und C reagiert, also weniger allergen ist als das Fragment 1-200, 
welches zumindest gegenQber dem Patientenserum C eine herabgesetzte 
IgE-Reaktivitat (Hypoallergenitat) aufweist 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch ein vor- oder nach- 
stehend beschriebenes DNA-MolekQI, kodierend fur ein Fragment 1-200, 
15 mit den Aminosauren 1-200 des Phi p 4, 

sowie ein DNA-MolekQI kodierend fQr ein Fragment 285-500, mit den Ami- 
nosauren 285-500 des Phi p 4. 

Durch ortsgerichte Mutagenese wurden die fUr die Cysteine kodierenden 
20 Tripletts so verSndert, dass sie fur andere Aminosauren, bevorzugt Serin, 
kodieren. Es wurden sowohl Varianten hergestellt, bei denen einzelne 
Cysteine ausgetauscht wurden, als auch solche, bei denen verschiedene 
Kombinationen von 2 Cysteinresten bzw. alle 5 Cysteine verandert wurden. 
Die exprimierten Proteine dieser Cysteinpunktmutanten weisen eine stark 
25 reduzierte bzw. fehlende Reaktivitat mit IgE-Antikorpern von Allergikern 
auf, reagieren ]edoch mit den T-Lymphozythen dieser Patienten. 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher weiterhin ein vor- oder 
nachstehend beschriebenes DNA-MolekQI, bei dem durch ortsgerichtete 
Mutagenese einer, mehrere oder alle der Cystein-Reste des entsprechen- 
30 den Polypeptids gegen eine andere Aminosaure ausgetauscht wurden. 
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Die immunmodulatorische Aktivitat der hypoallergenen Fragmente, die Po 
lypeptiden mit T-Zell-Epitopen entsprechen, sowie die der hypoallergenen 
Punktmutanten (z.B. Cystein-Austausche) ist durch ihre Reaktion mit T- 
Zellen von Graspollenallergikern nachgewiesen. 

5 

Solche hypoallergenen Fragmente bzw. Punktmutanten der Cysteine kon- 
nen als Praparate zur Hyposensibilisierung von Allergikem eingesetzt wer- 
den, da sie mit gleicher Effektivitat mit den T-Zellen reagieren, jedoch auf- 
grund der verminderten oder ganz fehlenden IgE-Reaktivitat zu geringeren 
10 IgE-vermittelten Nebenwirkungen fuhren. 

Werden die fur die hypoallergenen Phi p 4-Varianten kodierenden Nuklein- 
sauren oder die unveranderte fQr Phi p 4 kodierende DNA mit einem hu- 
manen Expressionsvektor ligiert, konnen diese Konstrukte ebenfalls als 
15 Praparate fur eine Immuntherapie (DNA-Vakzinierung) angewendet wer- 
den. 

SchlieSlich sind Gegenstand der vorliegenden Erfindung pharmazeutische 
Zubereitungen, enthaltend mindestens ein zuvor beschriebenes DNA- 
20 MolekQI oder mindestens einen zuvor beschriebenen Expressionsvektor 

und gegebenenfalls weitere Wirk- und/oder Hilfsstoffe zur immuntherapeu- 
tischen DNA-Vakzinierung von Patienten mit Allergien, an deren Auslosung 
Gruppe-4-Allergene der Poaceae beteiligt sind und/oder zur Prevention 
solcher Allergien. 

25 

Eine weitere Gruppe von erfindungsgemaSen pharmazeutischen Zuberei- 
tungen enthalt anstelle der DNA mindestens ein zuvor beschriebenes Po- 
lypeptid und eignet sich zur Diagnose und/oder Behandlung besagter Al- 
lergien. 

30 

Pharmazeutische Zubereitungen im Sinne der vorliegenden Erfindung ent- 
halten als Wirkstoffe ein erfindungsgemaSes Polypeptld oder einen Ex- 
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pressionsvektor und/oder deren jeweilige pharmazeutisch verwendbaren 
Derivate, einschlie&lich deren Mischungen in alien Verhaltnissen. Hierbei 
konnen die erfindungsgemaBen Wirkstoffe zusammen mit mindestens ei- 
nem festen, flQssigen und/oder halbflQssigen Trager- oder Hilfsstoff und 
5 gegebenenfalls in Kombination mit einem Oder mehreren weiteren Wirk- 
stoffen in eine geeignete Dosierungsform gebracht werden. 
Als Hilfsstoffe sind immunstimulierende DNA oder Oligonukleotide mit 
CpG-Motiven besonders geeignet. 

10 Diese Zubereitungen kannen als Therapeutika oder Diagnostika in der 
Human- oder Veterinarmedizin verwendet werden. Als Tragerstoffe kom- 
men organische oder anorganische Substanzen in Frage, die sich fur die 
parenterale Applikation eignen und die Wirkung des erfindungsgema&en 
Wirkstoffs nicht negativ beeinflussen. Zur parenteralen Anwendung dienen 

15 insbesondere Losungen, vorzugsweise Qlige oder wassrige Losungen, fer- 
ner Suspensionen, Emulsionen oder Implantate. Der erfindungsgemaSe 
Wirkstoff kann auch lyophilisiert und die erhaltenen Lyophilisate z.B. zur 
Herstellung von Injektionspraparaten verwendet werden. Die angegebenen 
Zubereitungen k6nnen sterilisiert sein und/oder Hilfsstoffe wie Gleit-, Kon- 

20 servierungs-, Stabilisierungs- und/oder Netzmittel, Emulgatoren, Salze zur 
Beeinflussung des osmotischen Druckes, Puffersubstanzen und/oder meh- 
rere weitere Wirkstoffe enthalten. 

Weiterhin konnen durch entsprechende Formulierung des erfindungsge- 
malien Wirkstoffs Depotpraparate erhalten werden. 

25 

Die Erfindung dient somit auch zur Verbesserung der in vitro Diagnostik im 
Rahmen einer Allergen-Komponenten auflosenden ldentifizierung des pati- 
entenspezifischen Sensibilisierungsspektrums. Die Erfindung dient eben- 
falls zur Herstellung von deutlich verbesserten Praparaten zur spezifischen 
30 Immuntherapie von Gr§serpollenallergien. 
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Tabelle 1 Aminosauresequenz von Phi p 4-Peptiden 



10 



Priparat 


Peptid 


SEQ 


Aminosauren 




Charge 


ID 








NO 


1 6 11 16 21 26 31 


Intaktes 


P1-a 


35 


YFPP'P* AAKED FLGXL VKEIP PRLLY AKSSP AYP 


Phlp4 










P1-b 


36 


YFPP'P' AAKED FLGXL VKE-P PRLLY AKSSP 




P1-C 


37 


YFPXX AAKED FLGXL 




P1-d 


38 


YFPXX AKKED FLGXL 




P1-e 


39 


YFPXX AAKDD FLGXL 




P1-f 


40 


YFPXX LANED F 


Glu-C- 


P2 


41 


SATPF XHRKG VLFNI QYV 


Fragmente 










P3 


42 


GLXYR XLXPE 


Lys-C- 


P4 


43 


KXMGD DHFXA VR 


Fragmente 










P5 


44 


APEGA VDI I 


CNBr- 


P6 


45 


MEPYV SINPV QAYAN Y 


Fragment 









Tabelle 2 Degenerierte und spezifische Sense- und Anti-Sense- 
Primer, die auf der Grundlage von Phi p 4 Peptid - 
sequenzen und DNA-Sequenzen konstruiert wurden 



Primer 
Nr. 


Peptid/ 
DNA 


Sense/ 
Anti- 
Sense 


SEQ 

ID 

NO 


Nukleotidsequenz 


29 


Phi p 4-P1 


s 


46 


YTN TAY GCN AAR WSN WSN 
CCN GCN TAY CC 


30 


Phlp4-P2 


s 


47 


CAY MGN AAR GGN GTN YTN TTY 
AAY ATM C 


37 


Phi p 4-P6 


as 


48 


TAR TTN GCR TAN GCY TGN ACN 
GGRTT 


82 


Phi p 4-DNA-NYW 


s 


49 


ACT ACT GGT TCG CCC CGG GAG 
CC 


85 


Phi p 4-DNA-GLV 


as 


50 


TGA AGT ATT TCT GGC CCC ACA 
CCAAACC 


86 


Phi p 4-DNA-QRL 


as 


51 


CCC TTG GTG ATG GCG AGC CTC 
TGG 


88 


Phi p 4-DNA-PSV 


s 


52 


CTC AGT CCT GGG GCA GAC CAT 
CC 



Die Nukleotidsequenzen der Primer 82, 85, 86 und 88 ist in dem Oblichen 
4-Buchstaben-Code dargestellt Bei den Primern 29, 30 und 37 wird der 
lUPAC-IUB-DNA-Code verwendet; der Buchstabe 'N' steht hier for Inosin. 
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Tabelle 3 



Detektierte Einzelnukleotidaustausche 



Position in Se- 


Nukleotid aemaR 




quenz 


SEQ ID NO 1 


SNPs 


85 

WW 


T 


A 


130 


c 


A 


159 


G 


A 


160 

1 WW 


A 


c 


169 


G 


A 


185 


c 


T 


186 


c 


A 


222 


G 


c 


226 

r i r W 


G 


A 


227 


G 


c 


228 

Cm r ■ W 


T 


c 


237 


c 


T 

■ 


273 

I W 


c 


T 


285 


c 


T 


286 

«■ WW 


c 


T 


298 


G 


A 


299 


A 


c 


303 


c 


T 


309 


c 


G 


318 


T 


c 


320 

W« w 


G 


A 


333 

www 


c 


G 


348 

W^T W 


G 


c 


369 

www 


c 


G 


409 


c 


T 


411 


C 


T 


420 


T 


C 


421 


A 


C 


423 


A 


c 


424 


G 


A 


425 


T 


C 


456 


C 


G 


462 


C 


A 


522 


G 


C 


525 


C 


G 


567. 


G 


A 


618 


C 


T 


655 


A 


C 



10 



15 



20 



25 



30 
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657 


G 


A 


662 


G 


A 


680 


C 


T 


684 


G 


C 


690 


C 


A 


691 


G 


A 


693 


G 


A 


703 


C 


T,A 


710 


A 


C 


711 


G 


A 


713 


C 


T 


743 


G 


A 


750 


G 


A 


768 


C 


T 


773 


A 


C 


790 


G 


A 


798 


G 


C 


801 


G 


A 


804 


C 


G 


809 


C 


A 


834 


G 


C 


844 


C 


A 


859 


A 


T 


865 


A 


G 


879 


G 


C 


895 


G 


C 


900 


G 


C,A 


918 


G 


A 


961 


A 


G 


962 


A 


C 


964 


A 


C 


987 


G 


C 


994 


A 


T 


1020 


G 


A 


1023 


G 


C 


1036 


G 


C 


1040 


C 


T 


1041 


G 


C 


1047 


C 


A 


1051 


A 


G 


1052 


G 


A,C 


1053 


G 


A, C,T 


1056 


G 


C 


1069 


T 


C 


1073 


G 


A 


1084 


C 


G 
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10 



15 



20 



25 



1086 


G 


C 


1090 


C 


T 


1098 


G 


C 


1151 


G 


C 


1152 


G 


C 


1155 


G 


C 


1161 


G 


C 


1185 


C 


G 


1229 


G 


C 


1233 


G 


C 


1239 


A 


C 


1240 


T 


C 


1242 


G 


C 


1257 


G 


C 


1266 


C 


T 


1269 


C 


T 


1278 


A 


C, G 


1305 


C 


G 


1308 


C 


T 


1311 


C 


A 


1335 


G 


C 


1350 


G 


C 


1357 


T 


A 


1359 


A 


G 


1370 


G 


C 


1377 


T 


C 


1378 


T 


A 


1379 


T 


A 


1383 


G 


C 


1398 


C 


T 


1411 


T 


C 


1414 


C 


G 


1425 


C 


A 


1428 


C 


T 


1443 


G 


C 


1449 


C 


T 


1464 


G 


A 


1485 


G 


A 


1498 


A 


C 



30 

Tabelle 4 Aminosaureaustausche, infolge von Einzelnukleoti- 
daustauschen 
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10 



15 



20 



25 



30 



Position in 
Sequenz 


Aminosaure gemaS 
SEQ ID NO 2 


Detektierte Austau- 
sche 


6 


A 


L 


7 


A 


K 


8 


K 


N 


9 


E 


D 


29 


S 


T 


54 


I 


L 


57 


V 


i 


62 


A 


V 


76 


G 


T, N.S 


100 


E 


T 


107 


S 


N 


137 


H 


Y 


141 


T 


P 1 


142 


V 


A, T 


189 


T 


K 


219 


K 


Q 


221 


R 


K 


227 j 


P 


L 


231 


V 


1 


235 j 


P 


T,S 


237 


K 


T 


238 


A 


V 


248 


R 


K 


258 


D 


A 


264 


V 


1 


270 


T 


K 


282 


Q 


K 


287 


M 


L 


289 


S 


G 


299 


A 


P 


321 


N 


A 


322 


I 


L 


332 


T 


S 


346 


E 


Q 


347 


P 


L 


351 


R 


E, T 


357 


F 


L 


358 


S 


N 


362 


L 


V 


364 


P 


S 


384 


W 


S 


410 


G 


A 


419 


E 


D 
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456 


F 


Y 


457 


S 


A, N 


460 


L 


K 


468 


K 


M 


472 


Q 


E 


498 


K 


Q 



Tabelle 5 Abweichende Aminosaurepositionen bei einzelnen 

rekombinanten Phi p 4-Klonen gegenuber SEQ ID NO 2 



10 



20 



25 



Beispiel 


Abweichende Positionen* 


Klonl 


L54, 157, V62, S76, T100, N107, Y137, P141, T142, K189, 
Q219, K221, L227, 1231, S235, T237, V238, K248, A258, I264, 
K270, K282, L287, P299, A321, L322, S332, Q346, P347, 
T351, L357, N358, V362, S384, A410, D419, Y456, A457, 
K460, E472 


Klon2 


L54, 157, V62, T76, T100, N107, Y137, P141, T142, K189, 
Q219, K221, 1231, S235, T237, V238, K248, A258, I264, K270, 
K282, L287, P299, A321, L322, S332, Q346, P347, T351, 
L357, N358, V362, S384, A410, D419, Y456, A457, K460, 
E472 


Klon3 


P141, K282, L287, P299, L347, E351 


Klon4 


G289, A410, D419, Y456, A457, K460, E472 


Klon5 


L347, E351, S384, A410, D419, Y456, A457, K460, E472 


Klon 6 


N107, Y137, P141, T142, K189, Q219, K221, 1231, S235, 
T237, V238, K248, A258, I264, K270, K282, L287, P299, A321, 
L322, S332, Q346, P347, T351, L357, N358, V362, S384, 
A4 1 0, D4 1 9, Y456, A457, K460 


Klon7 


K248, A258, I264, K270, K282, L287, P299, A321, L322, S332, 
Q346, P347, T351, L357, N358, V362. S384 


Klon 8 


Q219, K221, 1231, S235, T237, V238, K248, A258, I264, K270, 
K282, L287, P299, E351 


Klon 9 


M231, T246, A251, C263, G289, L307, L309, E334 


Klon 10 


Q219, K221, 1231, S235, T237, M238, V242, V246, K248, 
A258, I264, K270, K282, L287, P299, A321, L322, S332, Q346, 
P347, T351, N358, V362, S384, Insertion GA zwischen Position 
407 und 408, N452, Y456, A457. K460, E472 


Klon 1 1 


insertion GA zwischen Position 407 und 408 



30 



*[Aminosaure gemali SEQ ID NO 2 / Position in Sequenz / Abweichende 
Aminosaure] 
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Tabelle 6 Aminosaurezusammensetzung des Phi p 4 



. Aminosauren 


Anzahl 


Gewichts-% 


Geladene 


138/138/138 


33,89/33,86/33,93 


SSure 


45/46/43 


9,82/10,05/9.38 


Basische 


54/53/55 


13,67/13,39/13,78 


Polare 


120/119/124 


24,88/24,71/25,89 


Hydrophobe 


180/180/180 


35,64/35,66/35,43 


A Ala 


40/40/41 


5,10/5,10/5,24 


C Cys 


5/5/5 


0,92/0,93/0,93 


D Asp 


24/24/24 


4,95/4,96/4,97 


EGlu 


21/22/19 


4,86/5,10/4,41 


FPhe 


24/24/22 


6,33/6,34/5,82 


GGly 


42/42/40 


4,30/4,30/4,10 


H His 


10/10/9 


2,46/2,46/2,22 


1 lie 


29/29/30 


5,88/5,89/6,10 


KLys 


29/29/33 


6,67/6,67/7,60 


LLeu 


33/33/35 


6,70/6,70/7,12 


M Met 


11/11/10 


2,59/2,59/2,36 


N Asn 


22/22/23 


4,50/4,50/4,72 


PPro* 


38/39/39 


6,62/6,80/6,81 


Q Gin 


15/15/15 


3,45/3,45/3,46 


RArg 


25/24/22 


7,00/6,73/6,18 


S Ser 


32/32/33 


5,00/5,00/5,17 


TThr 


22/21/22 


3,99/3,81/4,00 


VVal 


41/41/40 


7,29/7,29/7,13 


WTrp 


13/13/12 


4,34/4,34/4,02 


YTyr 


24/24/26 


7,02/7,03/7,63 



10 



15 



20 



* einschlieBlich Hydroxyprolin 

Die Werte sind fiir die drei dominierenden Sequenzen in der Reihenfolge 
SEQ ID NO 2 / SEQ ID NO 4 / SEQ ID NO 6 angegeben. 



25 



30 
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Patentanspriiche 

1. Ein DNA-MolekQI entsprechend einer Nukleotidsequenz, ausgewahlt 
aus einer Gruppe bestehend aus SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 3 und SEQ 
ID NO 5. 

2. Ein DNA-MolekQI, umfassend eine Nukleotidsequenz gemad Anspruch 
1 beginnend mit der Position 70, welches fQr ein Polypeptid mit den Ei- 
genschaften des Majorallergens Phi p 4 aus Phleum pratense kodiert 

3. Ein DNA-MolekQI entsprechend einer Nukleotidsequenz, die fQr das Ma- 
jorallergen Phi p 4 aus Phleum pratense kodiert. 



4. Ein DNA-MolekGl, das mit einem DNA-MolekQI gemaG einem Oder meh- 
15 reren der AnsprQche 1 bis 3 unter stringenten Bedingungen hybridisiert 

und von DNA-Sequenzen von Poaceae-Spezies abstammt. 

5. Ein DNA-MolekQI, kodierend fur ein Polypeptid, welches rnit dem Majo- 
rallergen Phi p 4 aus Phleum pratense immunologisch kreuzreagiert, 

20 und von DNA-Sequenzen von Poaceae-Spezies abstammt. 

6. Ein DNA-MolekQI, entsprechend einer Teilsequenz oder einer Kombina- 
tion von Teilsequenzen nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 
5, welche fur ein immunmodulatorisches, T-Zell-reaktives Fragment ei- 

25 nes Gruppe-4-Poaceae-AIIergens kodiert. 

7. Ein DNA-Molekul gemaR Anspruch 6, kodierend fQr ein Phi p 4 Frag- 
ment, ausgewahlt aus einer Gruppe bestehend aus 

- Fragment 1-200, mit den Aminosauren 1-200 des Phi p 4, 
30 - Fragment 185-500, mit den Aminosauren 185-500 des Phi p 4. 
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8. Ein DNA-Molekul, entsprechend einer Nukleotidsequenz gemafi einem 
oder mehreren der Anspruche 1 bis 7, kodierend fur ein immunmodula- 
torisches T-Zell reaktives Fragment, dadurch gekennzeichnet, daR be- 
sagte Nukleotidsequenz durch gezielte Mutation einzelner Codons, Eli- 

i minierung oder Addition gezielt verandert wurde. 

9. Ein DNA-MolekQI gema& Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da(i die 
besagte Mutation zurn Austausch eines, mehrerer oder aller Cysteine 
des entsprechenden Polypeptids gegen eine andere Aminosaure fQhit 



10 



15 



10. Ein rekombinanter DNA-Expressionsvektor oder ein Klonierungssystem, 
enthaltend ein DNA-MolekQI gemSS einem oder mehreren der AnsprQ- 
che 1 bis 9, funktionell verbunden mit einer Expressionskontrollse- 
quenz. 

11. Ein Wirtsorganismus, transformiert mit einem DNA-MolekQI gemaU ei- 
nem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 9 oder einem Expressionsvek- 
tor gemSS Anspruch 10. 



20 12. Ein Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids, kodiert durch eine 
DNA-Sequenz gemaR einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 9, 
durch Kultivieren eines Wirtsorganismus gemaS Anspruch 1 1 und Ge- 
winnung des entsprechenden Polypeptids aus der Kultur. 

25 1 3. Ein Polypeptide!, welches von einer DNA-Sequenz gemaB einem oder 
mehreren der AnsprOche 1 bis 9 kodiert wird. 

14. Ein Polypeptid gemas Anspruch 13 als Arzneimittel. 

30 .15. Eine pharmazeutische Zubereitung, enthaltend mindestens ein 

Polypeptid gemaR Anspruch 14 und gegebenenfalls weitere Wirk- 
und/oder Hilfsstoffe zur Diagnose und/oder Behandlung von Allergien, 
an deren Auslosurig Gruppe-4-AIIergene der Poaceae beteiligt sind. 
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10 



15 



Auslosung Gruppe-4-Allergene der Poaceae beteiligt sind. 

16. Verwendung mindestens eines Polypeptids gemaB Anspruch 14 zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Diagnose und/oder Behandlung von 
Allergien, an deren Auslosung Gruppe-4-Allergene der Poaceae betei- 
ligt sind und/oder zur Prevention solcher Allergien. 

17. Ein DNA-MolekOI gemaS einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 9 
als Arzneimittel. 

18. Ein rekombinanter Expressionsvektor gemali Anspruch 10 als Arznei- 
mittel. 

19. Eine pharmazeutische Zubereitung, enthaltend mindestens ein DNA- 
Molekul gemali Anspruch 17 oder mindestens einen Expressionsvektor 
gemaR Anspruch 18 und gegebenenfalls weitere Wirk- und/oder Hilfs- 
stoffe zur immuntherapeutischen DNA-Vakzinierung von Patienten mit 
Allergien, an deren AuslSsung Gruppe-4-Allergene der Poaceae betei- 
ligt sind und/oder zur Prevention solcher Allergien. 

20. Verwendung mindestens eines DNA-Molekuls gemaB Anspruch 17 oder 
mindestens eines Expressionsvektors gemaS Anspruch 18 zur Herstel- 
lung eines Arzneimittels zur immuntherapeutischen DNA-Vakzinierung 
von Patienten mit Allergien, an deren Auslosung Gruppe-4-AJIergene 
der Poaceae.beteiligt sind und/oder zur Prevention solcher Allergien. 



30 
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Abb. 1 Interne DNA-Sequenz des Phi p 4-Gens 

CACCGGAAGGGGG TGCTGTTCAA C A TCCAGTACGT C A A 
CTACTGGTTCGCCCCGGGAGCC GGCGCGGCGCCATTGT 
CGTGGAGCAAGGAGATCTACAAC TACAT GGAGCCGTAC 
GTGAGCAAGGACCCCGTCCAGGCCTACGCCAACTA 
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Abb. 2 3'-Ende der Nukleinsauresequenz des Phi p 4-Gens 

ACTACTGGTTCGCCCCGGGAGCCGGCGCGGC 
GCCATTGTCGTGGAGCAAGGAGATCTACAAC 
TACATGGAGCCATACGTGAGGAAGAACCCCA 
GGCAGGCCTACGCCAACTACAGGGACATCGA 
CCTCGGGAGGAACGAGGTGGTGAACGACGTC 
TCCACCTTCAGCAGC GGTTTGGTGTGGGGCC 
AGAAATACT TCA AG GGCAACTT CCAGAGGCT 
CGCCATCACCAAGGG CAAGGTGGATCCCACC 
GACTACTTCAGGAACGAGCAGAGCATCCCGC 
CGCTCATCAAAAAGTAC T G A 
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Abb. 3 Lokalisierung der Phi p 4- Peptide in der deduzierten 
Aminosauresequenz des Phi p 4-Allergens 
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Abb. 4 Nachweis der Identitat des rekombinanten Phi p 4 (rPhl p 
4) mittels der fur nPhl p 4 spezifischen monoklonalen 
Antikorper 5H1 (Blot A) und 3C4 (Blot B) im Western Blot 
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Abb. 5: Nachweis der Reaktivitat des rekombinanten Phi p 4 (rPhl 
p 4) mit IgE aus Seren von Graspollenallergikern im 
Western Blot 
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Sequenz-Protokoll 



<130> 

<140> 
<141> 

<160> 

<170> 

<210> 
<211> 
<212> 
<213> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



Merck Patent GmbH 

DNA-Sequenz und rekombinante Herstellung des Graspollen-Allergens 

4 

P 02/101 

EP 02 013953.1 
2002-06-25 

52 

Patentln version 3.1 
1 

1503 
DNA 

Phleum pratense 

artificial_DNA_sequence 
(1) <69) 

DNA sequence derived from sequenced protein 

native_DNA_sequence 
(70) . . (1503) 



BERICHTIGTES BLATT (REGEL 91) ISA/EP 
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<220> 

<221> CDS 
<222> (1)..(1503) 
<223> 



<400> 1 

tac ttc ccg ccg ccg get get aaa gaa gac ttc ctg ggt tgc ctg gtt 48 

Tyr Phe Pro Pro Pro Ala Ala Lys Glu Asp Phe Leu Gly Cys Leu Val 

15 10 15 

aaa gaa ate ccg ccg cgt ctg ttg tac gcg aaa teg teg ccg gcg tat 9 6 

Lys Glu lie Pro Pro Arg Leu Leu Tyr Ala Lys Ser Ser Pro Ala Tyr 
20 25 ' 30 

ccc tea gtc ctg ggg cag ace ate egg aac teg egg tgg teg teg ccg 14 4 

Pro Ser Val Leu Gly Gin Thr lie Arg Asn Ser Arg Trp Ser Ser Pro 
35 40 45 

gac aac gtg aag ccg ate tac ate gtc acc ccc ace aac gee tec cac 192 
Asp Asn Val Lys Pro lie Tyr He Val Thr Pro Thr Asn Ala Ser His 
50 55 60 

ate cag tec gee gtg gtg tgc ggc cgc egg cac ggt gtc cgc ate cgc 24 0 

He Gin Ser Ala Val Val Cys Gly Arg Arg His Gly Val Arg lie Arg 
65 70 75 " 80 

gtg cgc age ggc ggg cac gac tac gag ggc etc teg tac egg tec ctg 28 8 

Val Arg Ser Gly Gly His Asp Tyr Glu Gly Leu Ser Tyr Arg Ser Leu 
85 90 95 

cag ccc gag gag ttc gee gtc gtc gac ctt age aag atg egg gee gtg 33 6 

Gin Pro Glu Glu Phe Ala Val Val Asp Leu Ser Lys Met Arg Ala Val 
100 105 110 

tgg gtg gac ggg aag gee cgc acg gcg tgg gtc gac tec ggc gcg cag 384 
Trp Val Asp Gly Lys Ala Arg Thr Ala Trp Val Asp Ser Gly Ala Gin 
115 120 125 

etc ggc gag etc tac tac gec ate cac aag gcg agt aca gtg ctg gcg 432 
Leu Gly Glu Leu Tyr Tyr Ala He His Lys Ala Ser Thr Val Leu Ala 
130 135 140 

ttc ccg gee ggc gtg tgc ccg acc ate ggc gtg ggc ggc. aac ttc gcg 4 80 

Phe Pro Ala Gly Val Cys Pro Thr lie Gly Val Gly Gly Asn Phe Ala 
145 150 155 ~ 160 

ggc ggc ggc ttc ggc atg ctg ctg cgc aag tac ggc ate gcg gec gag 528 
Gly Gly Gly Phe Gly Met Leu Leu Arg Lys Tyr Gly He Ala Ala Glu 
165 170 ^ 175 

aac gtc ate gac gtg aag etc gtc gac gee aac ggc acg ctg cac gac 576 
Asn Val He Asp Val Lys Leu Val Asp Ala Asn Gly Thr Leu His Asp 
180 • 185 190 

aag aag tec atg ggc gac gac cat ttc tgg gee gtc agg ggc ggc ggg 624 
Lys Lys Ser Met Gly Asp Asp His Phe Trp Ala Val Arg Gly Gly Gly 
195 200 " 205 
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ggc gag age ttc ggc ate gtg gtc gcg tgg aag gtg agg etc ctg ccg 672 
Gly Glu Ser Phe Gly lie Val Val Ala Trp Lys Val Arg Leu Leu Pro 
210 * 215 220 

gtg ccg ccc acg gtg acc gtg ttc aag ate ccc aag aag gcg age gag 7 20 

Val Pro Pro Thr Val Thr Val Phe Lys lie Pro Lys Lys Ala Ser Glu 
225 230 235 ' 240 

ggc gec gtg gac ate ate aac agg tgg cag gtg gtc gcg ccg cag etc 7 68 

Gly Ala Val Asp He He Asn Arg Trp Gin Val Val Ala Pro Gin Leu 
245 250 255 

ccc gac gac etc atg ate cgc gtc ate gcg cag ggc ccc acg gec acg 816 
Pro Asp Asp Leu Met He Arg Val He Ala Gin Gly Pro Thr Ala Thr 
260 265 270 

ttc gag gee atg tac ctg ggc acc tgc caa acc ctg acg ccg atg atg 8 64 

Phe Glu Ala Met Tyr Leu Gly Thr Cys Gin Thr Leu Thr Pro Met Met 
275 A 280 285 

age age aag ttc ccg gag etc ggc atg aac gec teg cac tgc aac gag 912 
Ser Ser Lys Phe Pro Glu Leu Gly Met Asn Ala Ser His Cys Asn Glu 
290 295 300 

atg teg tgg ate cag tec ate ccc ttc gtc cac etc ggc cac agg gac 960 
Met Ser Trp He Gin Ser He Pro Phe Val His Leu Gly His Arg Asp 
305 310 315 320 

aac ate gag gac gac etc etc aac egg aac aac acc ttc aag ccc ttc 1008 
Asn He Glu Asp Asp Leu Leu Asn Arg Asn Asn Thr Phe Lys Pro Phe 
325 330 335 

gec gaa tac aag teg gac tac gtc tac gag ccg ttc ccc aag agg gtg 1056 
Ala Glu Tyr Lys Ser Asp Tyr Val Tyr Glu Pro Phe Pro Lys Arg Val 
340 * 345 350 

tgg gag cag ate ttc age acc tgg etc ctg aag ccc ggc gcg ggg ate 1104 
Trp Glu Gin He Phe Ser Thr Trp Leu Leu Lys Pro Gly Ala Gly He 
355 360 365 

atg ate ttc gac ccc tac ggc gee acc ate age gec acc ccg gag tgg 1152 
Met He Phe Asp Pro Tyr Gly Ala Thr He Ser Ala Thr Pro Glu Trp 
370 * 375 380 

gcg acg ccg ttc cct cac cgc aag ggc gtc etc ttc aac ate cag tac 1200 
Ala Thr Pro Phe Pro His Arg Lys Gly Val Leu Phe Asn He Gin Tyr 
385 390 395 400 

gtc aac tac tgg ttc gee ccg gga gec ggc gcg gcg cca ttg teg tgg 124 8 

Val Asn Tyr Trp Phe Ala Pro Gly Ala Gly Ala Ala Pro Leu Ser Trp 
405 410 415 

age aag gag ate tac aac tac atg gag cca tac gtg age aag aac ccc 12 96 

Ser Lys Glu He Tyr Asn Tyr Met Glu Pro Tyr Val Ser Lys Asn Pro 
420 * 425 430 

agg cag gee tac gee aac tac agg gac ate gac etc ggg agg aac gag 134 4 

Arg Gin Ala Tyr Ala Asn Tyr Arg Asp He Asp Leu Gly Arg Asn Glu 
435 440 445 

gtg gtg aac gac gtc tec acc ttc age age ggt ttg gtg tgg ggc cag 1392 
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Val Val Asn Asp Val Ser Thr Phe Ser Ser Gly Leu Val Trp Gly Gin 
450 455 460 

aaa tac ttc aag ggc aat ttc cag agg etc gec ate acc aag ggc aag 14 40 

Lys Tyr Phe Lys Gly Asn Phe Gin Arg Leu Ala lie Thr Lys Gly Lys 
465 470 475 480 

gtg gat ccc acc gac tac ttc agg aac gag cag age ate ccg ccg etc 14 88 

Val Asp Pro Thr Asp Tyr Phe Arg Asn Glu Gin Ser lie Pro Pro Leu 
485 490 495 

ate aaa aag tac tga 1503 
lie Lys Lys Tyr 
500 

<210> 2 
<211> 500 
<212> PRT 

<213> Phleum pratense 



<400> 2 

Tyr Phe Pro Pro Pro Ala Ala Lys Glu Asp Phe Leu Gly Cys Leu Val 
1 5 10 15 

Lys Glu lie Pro Pro Arg Leu Leu Tyr Ala Lys Ser Ser Pro Ala Tyr 
20 25 30 

Pro Ser Val Leu Gly Gin Thr lie Arg Asn Ser Arg Trp Ser Ser Pro 
35 40 45 

Asp Asn Val Lys Pro lie Tyr lie Val Thr Pro Thr Asn Ala Ser His 
50 55 60 

lie Gin Ser Ala Val Val Cys Gly Arg Arg His Gly Val Arg lie Arg 
65 70 75 80 

Val Arg Ser Gly Gly His Asp Tyr Glu Gly Leu Ser Tyr Arg Ser Leu 
85 90 95 

Gin Pro Glu Glu Phe Ala Val Val Asp Leu Ser Lys Met Arg Ala Val 
100 105 " 110 

Trp Val Asp Gly Lys Ala Arg Thr Ala Trp Val Asp Ser Gly Ala Gin 
115 120 125 



Leu Gly Glu Leu Tyr Tyr Ala lie His Lys Ala Ser Thr Val Leu Ala 
130 135 140 
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Phe Pro Ala Gly Val Cys Pro Thr He Gly Val Gly Gly Asn Phe Ala 
145 150 155 ~ 160 

Gly Gly Gly Phe Gly Met Leu Leu Arg Lys Tyr Gly lie Ala Ala Glu 
165 170 "* 175 

Asn Val He Asp Val Lys Leu Val Asp Ala Asn Gly Thr Leu His Asp 
180 185 190 

Lys Lys Ser Met Gly Asp Asp His Phe Trp Ala Val Arg Gly Gly Gly 
195 200 205 

Gly Glu Ser Phe Gly He Val Val Ala Trp Lys Val Arg Leu Leu Pro 
210 215 220 

Val Pro Pro Thr Val Thr Val Phe Lys He Pro Lys Lys Ala Ser Glu 
225 230 235 ~ 240 

Gly Ala Val Asp He He Asn Arg Trp Gin Val Val Ala Pro Gin Leu 
245 250 255 

Pro Asp Asp Leu Met He Arg Val He Ala Gin Gly Pro Thr Ala Thr 
260 265 270 

Phe Glu Ala Met Tyr Leu Gly Thr Cys Gin Thr Leu Thr Pro Met Met 
275 280 285 

Ser Ser Lys Phe Pro Glu Leu Gly Met Asn Ala Ser His Cys Asn Glu 
290 295 300 

Met Ser Trp He Glh Ser He Pro Phe Val His Leu Gly His Arg Asp 
305 310 315 320 

Asn He Glu Asp Asp Leu Leu Asn Arg Asn Asn Thr Phe Lys Pro Phe 
325 330 335 

Ala Glu Tyr Lys Ser Asp Tyr Val Tyr Glu Pro Phe Pro Lys Arg Val 
340 345 350 

Trp Glu Gin He Phe Ser Thr Trp Leu Leu Lys Pro Gly Ala Gly He 
355 360 365 

Met He Phe Asp Pro Tyr Gly Ala Thr He Ser Ala Thr Pro Glu Trp 
370 375 380 
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Ala Thr Pro Phe Pro His Arg Lys Gly Val Leu Phe Asn lie Gin Tyr 

385 390 395 400 

Val Asn Tyr Trp Phe Ala Pro Gly Ala Gly Ala Ala Pro Leu Ser Trp 

405 410 " 415 



Ser Lys Glu lie Tyr Asn Tyr Met Glu Pro Tyr Val Ser Lys Asn Pro 
420 425 430 

Arg Gin Ala Tyr Ala Asn Tyr Arg Asp lie Asp Leu Gly Arg Asn Glu 
435 440 445 



Val Val Asn Asp Val Ser Thr Phe Ser Ser Gly Leu Val Trp Gly Gin 
450 455 460 

Lys Tyr Phe Lys Gly Asn Phe Gin Arg Leu Ala He Thr Lys Gly Lys 
465 470 475 * 480 

Val Asp Pro Thr Asp Tyr Phe Arg Asn Glu Gin Ser He Pro Pro Leu 
485 490 495 

He Lys Lys Tyr 
500 



<210> 3 

<211> 1503 

<212> DNA 

<213> Phleum pratense 
<220> 

<221> artificial_DNA_sequence 

<222> (1) . . (69) 

<223> DNA sequence derived from sequenced protein 
<220> 

<221> native_DNA_sequence 

<222> (70) . . (1503) 
<223> 
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<220> 
<221> CDS 
<222> (1)..(1503) 
<223> 



<400> 3 

tac ttc ccg ccg ccg get get aaagaa gac ttc ctg ggt tgc ctg gtt 4 8 

Tyr Phe Pro Pro Pro Ala Ala Lys Glu Asp Phe Leu Gly Cys Leu Val 
15 10 15 

aaa gaa ate ccg ccg cgt ctg ttg tac gcg aaa teg teg ccg gcg tat 96 
Lys Glu lie Pro Pro Arg Leu Leu Tyr Ala Lys Ser Ser Pro Ala Tyr 
20 25 30 

ccc tea gtc ctg ggg cag ace ate egg aac teg egg tgg teg teg ccg 14 4 

Pro Ser Val Leu Gly Gin Thr lie Arg Asn Ser Arg Trp Ser Ser Pro 
35 40 " 45 

gac aac gtg aag ccg ate tac ate gtc acc ccc acc aac gec tec cac 192 
Asp Asn Val Lys Pro lie Tyr He Val Thr Pro Thr Asn Ala Ser His 
50 55 60 

ate cag tec gee gtg gtg tgc ggc cgc egg cac ggt gtc cgc ate cgc 24 0 

He Gin Ser Ala Val Val Cys Gly Arg Arg His Gly Val Arg He Arg 
65 70 75 ~ 80 

gtg cgc age ggc ggg cac gac tac gag ggc etc teg tac egg tec ctg 288 
Val Arg Ser Gly Gly His Asp Tyr Glu Gly Leu Ser Tyr Arg Ser Leu 
85 90 95 

cag ccc gag gag ttc gec gtc gtc gac ctt age aag atg egg gee gtg 33 6 

Gin Pro Glu Glu Phe Ala Val Val Asp Leu Ser Lys Met Arg Ala Val 
100 105 110 

tgg gtg gac ggg aag gec cgc acg gcg tgg gtc gac tec ggc gcg cag 38 4 

Trp Val Asp Gly Lys Ala Arg Thr Ala Trp Val Asp Ser Gly Ala Gin 
115 120 125 

etc ggc gag etc tac tac gec ate cac aag. gcg agt cca gtg ctg gcg 4 32 

Leu Gly Glu Leu Tyr Tyr Ala lie His Lys Ala Ser Pro Val Leu Ala 
130 135 140 

ttc ccg gec ggc gtg tgc ccg acc ate ggc gtg ggc ggc aac ttc gcg 480 
Phe Pro Ala Gly Val Cys Pro Thr He Gly Val Gly Gly Asn Phe Ala 
145 150 155 160 

ggc ggc ttc ggc atg ctg ctg cgc aag tac ggc ate gcg gee gag 528 
Gly Gly Gly Phe Gly Met Leu Leu Arg Lys Tyr Gly lie Ala Ala Glu 
165 170 175 

aac gtc ate gac gtg aag etc gtc gac gec aac ggc acg ctg cac gac 57 6 

Asn Val He Asp Val Lys Leu Val Asp Ala Asn Gly Thr Leu His Asp 
180 185 190 

aag aag tec atg ggc gac gac cat ttc tgg gee gtc agg ggc ggc ggg 624 
Lys Lys Ser Met Gly Asp Asp His Phe Trp Ala Val Arg Gly Gly Gly 
195 200* 205 
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ggc gag age ttc ggc ate gtg gtc gcg tgg" aag gtg agg etc ctg ccg 672 
Gly Glu Ser Phe Gly He Val Val Ala Trp Lys Val Arg Leu Leu Pro 
210 215 220 

gtg ccg ccc acg gtg acc gtg ttc aag ate ccc aag aag gcg age gag 720 
Val Pro Pro Thr Val Thr Val Phe Lys He Pro Lys Lys Ala Ser Glu 
225 230 235 240 

ggc gee gtg gac ate ate aac agg tgg cag gtg gtc gcg ccg cag etc 7 68 

Gly Ala Val Asp He He Asn Arg Trp Gin Val Val Ala Pro Gin Leu 
245 250 255 

ccc gac gac etc atg ate cgc gtc ate gcg cag ggc ccc acg gec acg 816 
Pro Asp Asp Leu Met He Arg Val lie Ala Gin Gly Pro Thr Ala Thr 
260 265 270 

ttc gag gec atg tac ctg ggc acc tgc caa acc ctg acg ccg atg atg 8 64 

Phe Glu Ala Met Tyr Leu Gly Thr Cys Gin Thr Leu Thr Pro Met Met 
275 280 285 

age age aag ttc ccc gag etc ggc atg aac gec teg cac tgc aac gag 912 
Ser Ser Lys Phe Pro Glu Leu Gly Met Asn Ala Ser His Cys Asn Glu 
290 295 300 

atg teg tgg ate cag tec ate ccc ttc gtc cac etc ggc cac agg gac 960 
Met Ser Trp He Gin Ser He Pro Phe Val His Leu Gly His Arg Asp 
305 310 315 320 

aac ate gag gac gac etc etc aac egg aac aac acc ttc aag ccc ttc 1008 
Asn He Glu Asp Asp Leu Leu Asn Arg Asn Asn Thr Phe Lys Pro Phe 
325 330 335 

gee gaa tac aag teg gac tac gtc tac gag ccg ttc ccc aag gaa gtg 105 6 

Ala Glu Tyr Lys Ser Asp Tyr Val Tyr Glu Pro Phe Pro Lys Glu Val 
340 345 350 

tgg gag cag ate ttc age acc tgg etc ctg aag ccc ggc gcg ggg ate 1104 
Trp Glu Gin He Phe Ser Thr Trp Leu Leu Lys Pro Gly Ala Gly lie 
355 360 365 

atg ate ttc gac ccc tac ggc gee acc ate age gee acc ccg gag tgg 1152 
Met He Phe Asp Pro Tyr Gly Ala Thr He Ser Ala Thr Pro Glu Trp 
370 375 380 

gcg acg ccg ttc cct cac cgc aag ggc gtc etc ttc aac ate cag tac 1200 
Ala Thr Pro Phe Pro His Arg Lys Gly Val Leu Phe Asn He Gin Tyr 
385 390 395 400 

gtc aac tac tgg ttc gee ccg gga gec ggc gcg gcg cca ttg teg tgg 1248 
Val Asn Tyr Trp Phe Ala Pro Gly Ala Gly Ala Ala Pro Leu Ser Trp 
405 410 415 

age aag gag ate tac aac tac atg gag cca tac gtg age aag aac ccc 1296 
Ser Lys Glu He Tyr Asn Tyr Met Glu Pro Tyr Val Ser Lys Asn Pro 
420. 425 430 

agg cag gec tac gee aac tac agg gac ate gac etc ggg agg. aac gag 134 4 

Arg Gin Ala Tyr Ala Asn Tyr Arg Asp He Asp Leu Gly Arg Asn Glu 
435 440 445 

gtg gtg aac gac gtc tec acc ttc age age ggt ttg gtg tgg ggc cag 1392 
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Val Val Asn Asp Val Ser Thr Phe Ser Ser Gly Leu Val Trp Gly Gin 
450 455 460 

aaa tac ttc aag ggc aat ttc cag agg etc gec ate acc aag ggc aag 14 40 

Lys Tyr Phe Lys Gly Asn Phe Gin Arg Leu Ala He Thr Lys Gly Lys 
465 470 475 480 

gtg gat ccc acc gac tac ttc agg aac gag cag age ate ccg ccg etc 14 88 

Val Asp Pro Thr Asp Tyr Phe Arg Asn Glu Gin Ser He Pro Pro Leu 
485 490 495 

ate aaa aag tac tga 1503 
He Lys Lys Tyr 
500 

<210> 4 
<211> 500 
<212> PRT 

<213> Phleum pratense 



<400> 4 

Tyr Phe Pro Pro Pro Ala Ala Lys Glu Asp .Phe Leu Gly Cys Leu Val 
15 10 15 

Lys Glu He Pro Pro Arg Leu Leu Tyr Ala Lys Ser Ser Pro Ala Tyr 
20 25 30 

Pro Ser Val Leu Gly Gin Thr He Arg Asn Ser Arg Trp Ser Ser Pro 
35 40 45 

Asp Asn Val Lys Pro He Tyr He Val Thr Pro Thr Asn Ala Ser His 
50 55 60 

lie Gin Ser Ala Val Val Cys Gly Arg Arg His Gly Val Arg He Arg 
65 70 75 80 

Val Arg Ser Gly Gly His Asp Tyr Glu Gly Leu Ser Tyr Arg Ser Leu 
85 90 95 

Gin Pro Glu Glu Phe Ala Val Val Asp Leu Ser Lys Met Arg Ala Val 
100 105 110 

Trp Val Asp Gly Lys Ala Arg Thr Ala Trp Val Asp Ser Gly Ala Gin 
115 120 125 

Leu Gly Glu Leu Tyr Tyr Ala He His Lys Ala Ser Pro Val Leu Ala 
130 135 140 
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Phe Pro Ala Gly Val Cys Pro Thr lie Gly Val Gly Gly Asn Phe Ala 
145 150 155 160 

Glv Gly Gly Phe Gly Met Leu Leu Arg Lys Tyr Gly lie Ala Ala Glu 
y 165 170 175 

Asn Val lie Asp Val Lys Leu Val Asp Ala Asn Gly Thr Leu His Asp 
180 185 190 

Lys Lys Ser Met Gly Asp Asp His Phe Trp Ala Val Arg Gly Gly Gly 
195 200 205 

Gly Glu Ser Phe' Gly lie Val Val Ala Trp Lys Val Arg Leu Leu Pro 
210 215 220 

Val Pro Pro Thr Val Thr Val Phe Lys He Pro Lys Lys Ala Ser Glu 
225 230 235 240 

Glv Ala Val Asp He He Asn Arg Trp Gin Val Val Ala Pro Gin Leu 
245 250 255 

Pro Asp Asp Leu Met He Arg Val He Ala Gin Gly Pro Thr Ala Thr 
260 265 270 

Phe Glu Ala Met Tyr Leu Gly Thr Cys Gin Thr Leu Thr Pro Met Met 
275 280 285 

Ser Ser Lys Phe Pro Glu Leu Gly Met Asn Ala Ser His Cys Asn Glu 
290 295 300 

Met Ser Trp He Gin Ser He Pro Phe Val His Leu Gly His Arg Asp 
305 310 315 320 

Asn He Glu Asp Asp Leu Leu Asn Arg Asn Asn Thr Phe Lys Pro Phe 
325 330 335 

Ala Glu Tyr Lys Ser Asp Tyr Val Tyr Glu Pro Phe Pro Lys Glu Val 
340 345 350 

Trp Glu Gin He Phe Ser Thr Trp Leu Leu Lys Pro Gly Ala Gly He 
355 360 365 

Met He Phe Asp Pro Tyr Gly Ala Thr He Ser Ala Thr Pro Glu Trp 
370 375 380 
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Ala Thr Pro Phe Pro His Arg Lys Gly Val Leu Phe Asn lie Gin Tyr 
385 390 395 400 

Val Asn Tyr Trp Phe Ala Pro Gly Ala Gly Ala Ala Pro Leu Ser Trp 
405 410 * 415 

Ser Lys Glu He Tyr Asn Tyr Met Glu Pro Tyr Val Ser Lys Asn Pro 
420 425 430 

Arg Gin Ala Tyr Ala Asn Tyr Arg Asp He Asp Leu Gly Arg Asn Glu 
435 440 445 

Val Val Asn Asp Val Ser Thr Phe Ser Ser Gly Leu Val Trp Gly Gin 
450 455 460 

Lys Tyr Phe Lys Gly Asn Phe Gin Arg Leu Ala lie Thr Lys Gly Lys 
465 470 475 480 

Val Asp Pro Thr Asp Tyr Phe Arg Asn Glu Gin Ser He Pro Pro Leu 
485 490 495 

He Lys Lys Tyr 
500 

<210> 5 
<211> 1503 
<212> DMA 

<213> Phleuro pratense 
<220> 

<221> artificial_DNA_sequence 
<222> (1)..(69) 

<223> DNA sequence derived from sequenced protein 
<220> 

<221> native_DNA_sequence 
<222> (70) . . (1503) 
<223> 
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<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1503) 

<223> 



<400> 5 

tac ttc ccg ccg ccg get get aaa gaa gac ttc ctg ggt tgc ctg gtt 

Tvr Phe Pro Pro Pro Ala. Ala Lys Glu Asp Phe Leu Gly Cys Leu Val 

1 5 10 15 

aaa gaa ate ccg ccg cgt ctg ttg tac gcg aaa teg teg ccg gcg tat 

Lvs Glu lie Pro Pro Arg Leu Leu Tyr Ala Lys Ser Ser Pro Ala Tyr 
20 25 30 



gac aac gtg aag ccg etc tac ate ate acc ccc acc aac gtc tec cac 
Asp Asn Val Lys Pro Leu Tyr lie lie Thr Pro Thr Asn Val Ser His 
50 55 60 

ate cag tec gec gtg gtg tgc ggc cgc cgc cac age gtc cgc ate cgc 
He Gin Ser Ala Val Val Cys Gly Arg Arg His Ser Val Arg He Arg 
65 70 75 80 

gtg cgc age ggc ggg cac gac tac gag ggc etc teg tac egg tct ttg 
Val Arg Ser Gly Gly His Asp Tyr Glu Gly Leu Ser Tyr Arg Ser Leu 
85 90 95 



48 



96 



ccc tea gtc ctg ggg cag acc ate egg aac teg agg tgg teg teg ccg 144 
Pro Ser Val Leu Gly Gin Thr lie Arg Asn Ser Arg Trp Ser Ser Pro 
35 40 45 



192 



240 



288 



cag ccc gag acg ttc gee gtc gtc gac etc aac aag atg egg gcg gtg 336 
Gin Pro Glu Thr Phe Ala Val Val Asp Leu Asn Lys Met Arg Ala Val 
100 105 HO 

tgg gtg gac* ggc aag gec cgc acg gcg tgg gtg gac tec ggc gcg. cag 384 
Trp Val Asp Gly Lys Ala Arg Thr Ala Trp Val Asp Ser Gly Ala Gin 
115 ~ 120 125 

etc ggc gag etc tac tac gec ate tat aag gcg age ccc acg ctg gcg 432 
Leu Gly Glu Leu Tyr Tyr Ala He. Tyr Lys Ala Ser Pro Thr Leu Ala 
130 135 140 

ttc ccg gec ggc gtg tgc ccg acg ate gga gtg ggc ggc aac ttc gcg 4 80 

Phe Pro Ala Gly Val Cys Pro Thr He Gly Val Gly Gly Asn Phe Ala 
145 150 155 160 

ggc ggc ggc ttc ggc atg ctg ctg cgc aag tac ggc ate gec gcg gag 
Gly Gly Gly Phe Gly Met Leu Leu Arg Lys Tyr Gly He Ala Ala Glu 
165 170 1*75 

aac gtc ate gac gtg aag etc gtc gac gee aac ggc aag ctg cac gac 57 6 

Asn Val He Asp Val Lys Leu Val Asp Ala Asn Gly Lys Leu His Asp 
180 185 190 

aag aag tec atg ggc gac gac cat ttc tgg gec gtc agg ggc ggc ggg 624 
Lys Lys Ser Met Gly Asp Asp His Phe Trp Ala Val Arg Gly Gly Gly 
195 200 . 205 



528 
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qgc gag age ttc ggc ate gtg gtc gcg tgg cag gtg aag etc ctg ccg 672 

Gly Glu Ser Phe Gly lie Val Val Ala Trp Gin Val Lys Leu Leu Pro 
210 215 220 

gtg ccg ccc acc gtg aca ata ttc aag ate tec aag aca gtg age gag 720 

Val Pro Pro Thr Val Thr He Phe Lys He Ser Lys Thr Val Ser Glu 
225 230 235 240 

ggc gec gtg gac ate ate aac aag tgg caa gtg gtc gcg ccg cag ctt 7 68 

Gly Ala Val Asp He He Asn Lys Trp Gin Val Val Ala Pro Gin Leu 

245 250 255 

ccc gec gac etc atg ate cgc ate ate gcg cag ggg ccc aag gee acg 816 

Pro Ala Asp Leu Met He Arg He He Ala Gin Gly Pro Lys Ala Thr 
260 265 270 



ttc gag gee atg tac etc ggc acc tgc aaa acc ctg acg ccg ttg atg 

Phe Glu Ala Met Tyr Leu Gly Thr Cys Lys Thr Leu Thr Pro Leu Met 
275 280 285 

age age aag ttc ccg gag etc ggc atg aac ccc tec cac tgc aac gag 

Ser Ser Lys Phe Pro Glu Leu Gly Met Asn Pro Ser His Cys Asn Glu 
290 295 300 

atg tea tgg ate cag tec ate ccc ttc gtc cac etc ggc cac agg gac 

Met Ser Trp He Gin Ser He Pro Phe Val His Leu Gly His Arg Asp 

305 310 315 320 

gec etc gag gac gac etc etc aac egg aac aac tec ttc aag ccc ttc 

Ala Leu Glu Asp Asp Leu Leu Asn Arg Asn Asn Ser Phe Lys Pro Phe 

325 330 335 

gec gaa tac aag tec gac tac gtc tac cag ccc ttc ccc aag acc gtc 

Ala Glu Tyr Lys Ser Asp Tyr Val Tyr Gin Pro Phe Pro Lys Thr Val 
340 345 350 

tgg gag cag ate etc aac acc tgg etc gtc aag ccc ggc gee ggg ate 

Trp Glu Gin He Leu Asn Thr Trp Leu Val Lys Pro Gly Ala Gly He 
355 360 365 



gee acg ccc ttc cct cac cgc aag ggc gtc etc ttc aac ate cag tac 
Ala Thr Pro Phe Pro His Arg Lys Gly Val Leu Phe Asn He Gin Tyr 
385 390 395 400 

gtc aac tac tgg ttc gee ccg gga gec gee gee gcg ccc etc teg tgg 
Val Asn Tyr Trp Phe Ala Pro Gly Ala Ala Ala Ala Pro Leu Ser Trp 
405 410 415 

age aag gac ate tac aac tac atg gag ccc tac gtg age aag aac ccc 
Ser Lys Asp He Tyr Asn Tyr Met Glu Pro Tyr Val Ser Lys Asn Pro 
420 425 430 

agg cag gcg tac gca aac tac agg gac ate gac etc ggc agg aac gag 
Arg Gin Ala Tyr Ala Asn Tyr Arg Asp He Asp Leu Gly Arg Asn Glu 
435 440 445 



864 



912 



960 



1008 



1056 



1104 



atg ate ttc gac ccc. tac ggc gee acc ate age gec acc ccg gag tec 1152 
Met He Phe Asp Pro Tyr Gly Ala Thr He Ser Ala Thr Pro Glu Ser 
370 375 380 



1200 



1248 



1296 



1344 



gtg gtc aac. gac gtc tec acc tac gee age ggc aag gtc tgg ggc cag 1392 
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Val Val Asn Asp Val Ser Thr Tyr Ala Ser Gly Lys Val Trp Gly Gin 
450 455 460 



aaa tac ttc aag ggc aac ttc gag agg etc gec att acc aag ggc aag 
Lvs Tyr Phe Lys Gly Asn Phe Glu Arg Leu Ala He Thr Lys Gly Lys 
465 470 475 480 

gtc gat cct acc gac tac ttc agg aac gag cag age ate ccg ccg etc 
Val Asp Pro Thr Asp Tyr Phe Arg Asn Glu Gin Ser He Pro Pro Leu 
485 490 495 

ate aaa aag tac tga 
He Lys Lys Tyr 
500 



<210> ' 6 
<211> 500 
<212> PRT 

<213> Phleum pratense 
<400> 6 

Tyr Phe Pro Pro Pro Ala Ala Lys Glu Asp Phe Leu Gly Cys Leu Val 
1 5 10 15 

Lys Glu He Pro Pro Arg Leu Leu Tyr Ala Lys Ser Ser Pro Ala Tyr 
20 25 30 

Pro Ser Val Leu Gly Gin Thr He Arg Asn Ser Arg Trp Ser Ser Pro 
35 40 45 

Asp Asn Val Lys Pro Leu Tyr He He Thr Pro Thr Asn Val Ser His 
50 ^ 55 60 

He Gin Ser Ala Val Val Cys Gly Arg Arg His Ser Val Arg He Arg 
65 70 75 80 

Val Arg Ser Gly Gly His Asp Tyr Glu Gly Leu Ser Tyr Arg Ser Leu 
85 90 95 

Gin Pro Glu Thr Phe Ala Val Val Asp Leu Asn Lys Met Arg Ala Val 
100 105 HO 

Trp Val Asp Gly Lys Ala Arg Thr Ala Trp Val Asp Ser Gly Ala Gin 
115 120 125 

Leu Gly Glu Leu Tyr Tyr Ala He Tyr Lys Ala Ser Pro Thr Leu Ala 
130 " 135 140 



1440 



1488 



1503 
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Phe Pro Ala Gly Val Cys Pro Thr lie Gly Val Gly Gly Asn Phe Ala 
145 "* 150 155 160 

Gly Gly Gly Phe Gly Met Leu Leu Arg Lys Tyr Gly lie Ala Ala Glu 
165 170 175 

Asn Val He Asp Val Lys Leu Val Asp Ala Asn Gly Lys Leu His Asp 
180 185 190 

Lys Lys Ser Met Gly Asp Asp His Phe Trp Ala Val Arg Gly Gly Gly 
195 200 205 

Gly Glu Ser Phe Gly He Val Val Ala Trp Gin Val Lys Leu Leu Pro 
210 215 220 

Val Pro Pro Thr Val Thr He Phe Lys He Ser Lys Thr Val Ser Glu 
225 230 235 240 

Gly Ala Val Asp He He Asn Lys Trp Gin Val Val Ala Pro Gin Leu 
245 250 255 

Pro Ala Asp Leu Met He Arg He He Ala Gin Gly Pro Lys Ala Thr 
260 265 270 

Phe Glu Ala Met Tyr "Leu Gly Thr Cys Lys Thr Leu Thr Pro Leu Met 
275 280 285 

Ser Ser Lys Phe Pro Glu Leu Gly Met Asn Pro Ser His Cys Asn Glu 
290 295 300 

Met Ser Trp He Gin Ser He Pro Phe Val His Leu Gly His Arg Asp 
305 310 315 320 

Ala Leu Glu Asp Asp Leu Leu Asn Arg Asn Asn Ser Phe Lys Pro Phe 
325 330 335 

Ala Glu Tyr Lys Ser Asp Tyr Val Tyr Gin Pro Phe Pro Lys Thr Val 
340 345 350 ' 

Trp Glu Gin He Leu Asn Thr Trp Leu Val Lys Pro Gly Ala Gly He 
355 360 365 

Met He Phe Asp Pro Tyr Gly Ala Thr He Ser Ala Thr Pro Glu Ser 
370 375 380 



BERICHTIGTES BLATT (REGEL 91) ISA/EP 



WO 2004/000881 ^ PCT/EP2003/006092 

-16- 



Ala Thr Pro Phe Pro His Arg Lys Gly Val Leu Phe Asn lie Gin Tyr 
385 390 395 400 

Val Asn Tyr Trp Phe Ala Pro Gly Ala Ala Ala Ala Pro Leu Ser Trp 
405 410 415 

Ser Lys Asp lie Tyr Asn Tyr Met Glu Pro Tyr Val Ser Lys Asn Pro 
420 425 430 

Arg Gin Ala Tyr Ala Asn Tyr Arg Asp lie Asp Leu Gly Arg Asn Glu 
435 440 445 

Val Val Asn Asp Val Ser Thr Tyr Ala Ser Gly Lys Val Trp Gly Gin 
450 455 460 

Lvs Tyr Phe Lys Gly Asn Phe Glu Arg Leu Ala lie Thr Lys Gly Lys 
465 470, 475 480 

Val Asp Pro Thr Asp Tyr Phe Arg Asn Glu Gin Ser lie Pro Pro Leu 
485 490 495 



lie Lys Lys Tyr 
500 



<210> 7 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 
<220> 

<221> MIS C_FE AT U RE 

<222> (6).. (6) 

<223> undetermined amino acid 

<400> 7 

He Val Ala Leu Pro Xaa Gly Met Leu Lys 
15 10 

<210> 8 

<211> 14 
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<212> PRT 

<213> Loliuiu perenne 
<400> 8 

Phe Leu Glu Pro Val Leu Gly Leu lie Phe Pro Ala Gly Val 



<210> 9 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Lolium perenne 

<400> 9 

Gly Leu lie Glu Phe Pro Ala Gly Val 
1 5 

<210> 10 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Dactylus glomerata 

<400> 10 

Asp lie Tyr Asn Tyr Met Glu Pro Tyr Val Ser Lys 
1 5 10 

<210> 11 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Dactylus glomerata 

<400> 11 

Val Asp Pro Thr Asp Tyr Phe Gly Asn Glu Gin 



1 



5 



10 



1 



5 



10 



<210> 12 
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<211> 17 

<212> PRT 

<213> Dactylus glomerata 

<400> 12 

Ala Arg Thr Ala Trp Val Asp Ser Gly Ala Gin Leu Gly Glu Leu Ser 
1 5 10 15 

Tyr 

<210> 13 

<211> 15 

<212>- PRT 

<213> Dactylus glomerata 

<400> 13 

Gly Val Leu Phe Asn lie Gin Tyr Val Asn Tyr Trp Phe Ala Pro 
1 5 10 15 

<210> 14 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Cynodon dactylon 

<400> 14 

Lys Thr Val Lys Pro Leu Tyr lie lie Thr Pro 
15 10 

<210> 15 

<211> 22 

<212> PRT 

<213> Cynodon dactylon 

<400> 15 
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Lys Gin Val Glu Arg Asp Phe Leu Thr Ser Leu Thr Lys Asp lie Pro 
1 5 10 15 

Gin Leu Tyr Leu Lys Ser 
20 

<210> 16 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Cynodon dactylon 
<400> 16 

Thr Val Lys Pro Leu Tyr lie lie Thr Pro lie Thr Ala Ala Met lie 
15 10 15 

<210> 17 
<211> 24 
<212> PRT 

<213> Cynodon dactylon 
<400> 17 

Leu Arg Lys Tyr Gly Thr Ala Ala Asp Asn Val lie Asp Ala Lys Val 
15 10 15 

Val Asp Ala Gin Gly Arg Leu Leu 

• 20 

<210> 18 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Cynodon dactylon 
<400> 18 

Lys Trp Gin Thr Val Ala Pro Ala Leu Pro Asp Pro Asn Met 
1 5 10 

<210> 19 
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<211> 15 
<212> PRT 

<213> Cynodon dactylon 
<400> 19 

Val Thr Trp He Glu Ser Val Pro Tyr He Pro Met Gly Asp Lys 
1 5 10 15 

<210> 20 
<211> 19 
<212> PRT 

<213> Cynodon dactylon 
<220> 

<221> MIS COFEATURE 
<222> (8) . . (8) 

<2 23> undetermined amino acid 
<400> 20 

Glv Thr Val Arg Gin Leu Leu Xaa Arg Thr Ser Asn He Lys Ala Phe 
15 10 15 

Gly Lys Tyr 

<210> 21 

<211>. 23 

<212> PRT 

<213> Cynodon dactylon 

<400> 21 

Thr Ser Asn He Lys Ala Phe Gly Lys Tyr Lys Ser Asp Tyr Val Leu 
1 5 10 15 

Glu Pro He Pro Lys Lys Ser 



20 
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<210> 22 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Cynodon dactylon 
<400> 22 

Tyr Arg Asp Leu Asp Leu Gly Val Asn Gin Val Val Gly 
15 ' 10 

<210> 23 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Cynodon dactylon 
<400> 23 

Ser Ala Thr Pro Pro Thr His Arg Ser Gly Val Leu Phe Asn lie 
15 10 15 

<210> 24 

<211> 36 

<212> PRT 

<213> Cynodon dactylon 

<400> 24 

Ala Ala Ala Ala Leu Pro Thr Gin Val Thr Arg Asp lie Tyr Ala Phe 
1 5 10 15 

Met Thr Pro Tyr Val Ser Lys Asn Pro- Arg Gin Ala Tyr Val Asn Tyr 
20 25 30 



Arg Asp Leu Asp 
35 



<210> 25 
<211> 149 
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<212> DNA 

<213> Phleum pratense 
<400> 25 

caccggaagg gggtgctgtt caacatccag tacgtcaact actggttcgc cccgggagcc 
ggcgcggcgc cattgtcgtg gagcaaggag atctacaact acatggagcc gtacgtgagc 
aaggaccccg tccaggccta cgccaacta 

<210> 26 

<2li> 299 

<212> DNA 

<213> Phleum pratense 



60 
120 
149 



<400> 26 

actactggtt cgccccggga gccggcgcgg cgccattgtc gtggagcaag gagatctaca 
actacatgga gccatacgtg agcaagaacc ccaggcaggc ctacgccaac tacagggaca 
tcgacctcgg gaggaacgag gtggtgaacg acgtctccac cttcagcagc ggtttggtgt 
ggggccagaa atacttcaag ggcaacttcc agaggctcgc catcaccaag ggcaaggtgg 
atcccaccga ctacttcagg aacgagcaga gcatcccgcc gctcatcaaa aagtactga 



60 
120 
180 
240 
299 



<210> 27 

<211> 33 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (14).. (14) 

<223> undetermined amino acid 



<400> 27 

Tvr Phe Pro Pro Pro Ala Ala Lys Glu Asp Phe Leu Gly Xaa Leu Val 
1 5 10 15 
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Lys Glu lie Pro Pro Arg Leu Leu Tyr Ala Lys Ser Ser Pro Ala Tyr 
20 25 30 



Pro 



<210> 28 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 



<220> 

<221> MI SC_FEATURE 

<222> (6) . . (6) 

<223> undetermined amino acid 



<400> 28 

Ser Ala Thr Pro PheXaa His Arg 
1 5 

Tyr Val 



Lys Gly Val Leu Phe Asn lie Gin 
10 15 



<210> 29 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 



<220> 

<221> MI S COFEATURE 

<222> (3).. (8) 

<223> undetermined amino acid 



<400> 29 

Gly Leu Xaa Tyr Arg 
1 5 



Xaa Leu Xaa Pro Glu 
10 
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<210> 30 

<211> 12 

<212> PRT 

<2L3> Phleum pratense 
<220> 

<2 2 1 > MISC_FEATURE 

<222> (2).. (9) 

<223> undetermined amino acid 

<400> 30 

Lys Xaa Met Gly Asp Asp His Phe Xaa Ala Val Arg 
1 5 10 

<210> 31 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 

<400> 31 

Ala Pro Glu Gly Ala Val Asp lie lie 
1 5 

<210> 32 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 

<400> 32 

Met Glu Pro Tyr Val Ser lie Asn Pro Val Gin Ala Tyr Ala Asn Tyr 
15 10 15 

<210> 33 
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<211> 15 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (14).. (14) 

<223> undetermined amino acid 

<400> 33 

Tyr Phe Pro Pro Pro Ala- Ala Lys Glu Asp Phe Leu Gly Xaa Leu 
1 5 10 15 

<210> 34 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 

<400> 34 

Leu Tyr Ala Lys Ser Ser Pro Ala Tyr Pro 
15 10 

<210> 35 

<211> 33 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (14) . . (14) 

<223> undetermined amino acid 

<400> 35 
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Tvr Phe Pro Pro Pro Ala Ala Lys Glu Asp Phe Leu Gly Xaa Leu Val 
15 10 15 

Lys Glu lie Pro Pro Arg Leu Leu Tyr "Ala Lys Ser Ser Pro Ala Tyr 
20 25 30" 



Pro 



<210> 36 

<211> 29 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 



<220> 

<221> MI SC FEATURE 

<222> (14) . . (14) 

<223> undetermined amino acid 



<400> 36 

Tvr Phe Pro Pro Pro Ala Ala Lys Glu Asp Phe Leu Gly Xaa Leu Val 
1 5 10 15 

Lys Glu Pro Pro Arg Leu Leu Tyr Ala Lys Ser Ser Pro 
20 25 

<210> 37 
<211> 15 - 
<212> PRT 

<213> Phleum pratense 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (4) . . (14) 

<223> undetermined amino acid 
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<400> 37 

Tyr Phe Pro Xaa Xaa Ala Ala Lys Glu Asp Phe Leu Gly Xaa Leu 
1 5 10 15 

<210> 38 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 
<220> 

<221> MI S COFEATURE 

<222> (4).. (14) 

<223> undetermined amino acid 

<400> 38 

Tyr Phe Pro Xaa Xaa Ala Lys Lys Glu Asp Phe Leu Gly Xaa Leu 
1 5 ~ 10 15 

<210> 39 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (4).. (14) 

<223> undetermined amino acid 

<400> 39 

Tyr Phe Pro Xaa Xaa Ala Ala Lys Asp Asp Phe Leu Gly Xaa Leu 
1 5 10 15 

<210> 40 

<211> 11 
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<212> PRT 

<213> Phleum pratense 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 
<222> (4).. (5) 

<223> undetermined amino acid 
<400> 40 

Tyr Phe Pro Xaa Xaa Leu Ala Asn Glu Asp Phe 
15 10 

<210> 41 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 
<220> 

< 2 2 1 > MI S COFEATURE 

<222> (6).. (6) 

<223> undetermined amino acid 

<400> 41 

Ser Ala Thr Pro Phe Xaa His Arg Lys Gly Val Leu Phe Asn lie Gin 



Tyr Val 

<210> 42 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 



1 



5 



10 



15 
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<220> 

<221> MISC_FEATURE 
<222> (3).. (8) 

<223> undetermined amino acid 

<400> 42 

Gly Leu Xaa Tyr Arg Xaa Leu Xaa Pro Glu 
1 5 10 

<210> 43 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (2) . . (9) 

<223> undetermined amino acid 

<400> 43 

Lys Xaa Met Gly Asp Asp His Phe Xaa Ala Val Arg 
1 5 10 

<210> 44 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Phleum pratense. 

<400> 44 

Ala Pro Glu Gly Ala Val Asp He He 
1 5 

<210> 45 

<211> 16 
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<212> 



PRT 



<213> 



Phleum pratense 



<400> 



45 



Met Glu Pro Tyr Val Ser lie Asn Pro Val Gin Ala Tyr Ala Asn Tyr 
15 10 15 



<210> 46 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> Phleum pratense 
<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1)..(29) 

<223> 1 n' means inosin 

<400> 46 

ytntaygcna arwsnwsncc ngcntaycc 29 

<210> 47 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> Phleum pratense 
<220> 

<221> misc^feature 

<222> (1)..(28) 

<223> 1 n' means inosin 



<400> 47 

caymgnaarg gngtnytntt yaayatmc 



28 



<210> 48 



BERICHTIGTES BLATT (REGEL 91) ISA/EP 



WO 2004/000881 



PCT7EP2003/006092 



-31 - 



# 



<211> 26 

<212> DNA 

<213> Phleum pratense 
<220> 

<221> misc_featuxe 

<222> (1)..{26) 

<223> 'n* means inosin 

<400> 48 

tarttngcrt angcytgnac nggrtt 26 

<210> 49 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Phleum pratense 



<210> 50 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> Phleum pratense 

<400> 50 

tgaagtattt ctggccccac accaaacc 28 

<210> 51 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Phleum pratense 



<400> 49 

actactggtt cgccccggga gcc 



23 



<400> 51 

cccttggtga tggcgagcct ctgg 



24 
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<210> 52 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Phleum pratense 
<400> 52 

ctcagtcctg gggcagacca tec 
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Continuation of 1.2 
Claims: 6, 8 

The current Claim 6 relates to a DNA molecule characterized as a partial 
sequence or combination of partial sequences of the DNA molecule that 
codes the major allergen Phi p4. The DNA molecule is further characterized 
by a desirable propertyof the coded Phi p4 fragment, namely an 
immunomodulatory T-cell reactive activity. 

The claims therefore encompass all fragment-encoding DNA molecules of 
indefinite length that have this characteristic or property, but the application 
provides support by the description (PCT Article 5) for only a limited 
number of such products. In the present case the claims lack the proper 
support and the application lacks the requisite disclosure to such an extent 
that it appears impossible to carry out a meaningful search covering the 
entire range of protection sought. Moreover, the claims also lack the 
requisite clarity (PCT Article 6) since they attempt to define the molecule in 
terms of the desired result. This lack of clarity too is such that it is 
impossible to carry out a meaningful search covering the entire scope of 
protection sought. 

Therefore, the search was directed to the parts of the claims that appear to be 
clear, supported or disclosed in the above sense, that is the parts concerning 
the DNA molecules according to Claim 7, supported by the examples given 
by Figures 4 and 5. 

Analogously, the search for the DNA molecule of Claim 8 was limited to the 
preferred embodiment according to Claim 9. The DNA molecule of Claim 8 
is also defined by a desirable property, the immunomodulatory T-cell 
reactive activity of the coded fragement, without disclosure of the specific 
technical features required for realizing this property (PCT Article 6). 

The applicant is advised that claims or parts of claims relating to inventions 
in respect of which no international search report has been established 
normally cannot be the subject of an international preliminary examination 

(PCT Rule 66.1(e)). In its capacity as International Preliminary Examining 
Authority the EPO generally will not carry out a preliminary examination for 
subjects that have not been searched. This also applies to cases where the 
claims were amended after receipt of the international search report (PCT 
Article 19) or where the applicant submits new claims in the course of the 
procedure under PCT Chapter II. 



Foim PCT/ISA/210 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



A. KLASSIFG1ERUNG DES ANMELDUN 

IPK 7 C07K14/415 C12 
A61K48/00 




PCJ/EP. 



onales Aktenzeichen 



ST ANDES 



11 C12N15/63 A61K38/16 



3/06092 



39/36 



Nach der Intemationalen PatenUdassiflkation (IPK) oder nach der national ep Ktessffikatton und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MindestprOfstoff (KlassifikaUonssystem und Klassifikationssymboie ) 

IPK 7 C07K C12N A61K 



Recherchlerte aber nicht zum MindestprOfstoff gehdrende Verdffentlichungen, soweit dlese urrter die recherchierten Geblete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultlerte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evti. verwendete Suchbegriffe) 

BIOSIS, EMBASE , MEDLINE, EPO-Internal , WPI Data, PAO, SEQUENCE SEARCH 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezelchnung der Verdffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der In Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



SUCK R ET AL: "The high molecular mass 
allergen fraction of timothy grass pollen 
(Phleum pratense) between 50-60 kDa is 
comprised of two major allergens: Phi p 4 
and Phi p 13" 

CLINICAL AND EXPERIMENTAL ALLERGY, 

Bd. 30, Nr. 10, Oktober 2000 (2000-10), 

Seiten 1395-1402, XP002260344 

ISSN: 0954-7894 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 1396, linke Spalte, letzter Absatz 

-rechte Spalte, Absatz 1 

Seite 1397, linke Spalte, Absatz 3; 

Abbildung 1 

-/~ 



1-20 



Weitere VeroffentHchungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang PatentfamiUe 



° Besondere Kategorien von angegebenen VerSffentHchungen 
"A" Verdffentlichunq, die den ailgemeinen Stand der Technik deflniert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist 

"L* Veraffentlichung, die geeignet 1st, einen Prforttatsanspruch zwelfelhaft er- 
schelnen zu lassen, oder durch die das Veroff entUchungsdatum etner 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentllchung beiegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefQhrt) 

"O" Veroffentltchung, die slch auf eine mtindtiche Off enbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezleht 
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kann alleln aufgrund dieser Verdffentlichung nicht ats neu oder auf 
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*Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
VeroffentHchungen dieser Kategorie in Verbindung qebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegendlst 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C(Fortsetzung) ALS WESENTUCH ANGE! 



Int^^teionales Aktenzeichen 

PCT/EPJ33/06092 



E UNTERLAGEN 



Kategorte 0 



Bezeichnung der Ver6ft entfichung, soweft erfordertich unter Angabe der In Betracht kommenden Telle 



m 



Betr. Anspruch Nr. 



p.x 



FISHER S ET AL: "Characterization of Phi 

p4, a major timothy grass (Phleum 

pratense) pollen allergen" 

JOURNAL OF ALLERGY AND CLINICAL 

IMMUNOLOGY, MOSBY - YEARLY BOOK, INC, US, 

Bd. 98, Nr. 1, Juli 1996 (1996-07), Selten 

189-198, XP000953216 

ISSN: 0091-6749 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 191, linke Spalte, Absatze 2,3; 

Abbi ldung 4 

FAHLBUSCH B ET AL: "Detection and 
quantification of group 4 allergens in 
grass pollen extracts using monoclonal 
antibodies" 

CLINICAL AND EXPERIMENTAL ALLERGY, 

Bd. 28, Nr. 7, Juli 1998 (1998-07), Seiten 

799-807, XP002260345 

ISSN: 0954-7894 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 801, rechte Spalte, Absatz 2 -Seite 

802, linke Spalte, Absatz 1; Abbi ldung 1A 

das ganze Dokument 

SUCK R ET AL: "COMPLEMENTARY DNA CLONING 
AND EXPRESSION OF A NEWLY RECOGNIZED 
HIGHMOLECULAR MASS ALLERGEN PHL P 13 FROM 
TIMOTHY GRASS POLLEN (PHLEUM PRATENSE)" 
CLINICAL AND EXPERIMENTAL ALLERGY, 
BLACKWELL SCIENTIFIC PUBLICATIONS, LONDON, 
GB, 

Bd. 30, Nr. 3, Marz 2000 (2000-03), Seiten 

324-332, XP000953168 

ISSN: 0954-7894 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 325, rechte Spalte, Absatz 2 -Seite 

326, linke Spalte, Absatz 2; Abbi ldung IB 

STUMV0LL SABINE ET AL: "Purification, 
structural and immunological 
characterization of a timothy grass 
(Phleum pratense) pollen allergen, Phi p 
4, with cross-reactive potential." 
BIOLOGICAL CHEMISTRY, 

Bd. 383, Nr. 9, September 2002 (2002-09), 

Seiten 1383-1396, XP002260346 

ISSN: 1431-6730 

in der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 
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INTERNATIONALE 



HERCHENBERICHT 



_ Aktenzetchen 

EP 03/06092 



Feld I Bemerkungen zu den AnsprOchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaS Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fQr bestimmfe AnsprOche kein Recherchenbericht erstelft: 
1 . | | AnsprOche Nr. 

weil s!e sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



PH AnsprOche Nr. 6 8 

weil sie sich auf Teile der intemationaien Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle intemationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. | | AnsprOche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige AnsprOche handeit, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaSt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einhertlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt 



siehe Zusatzblatt 



1 . | I Da der Anmelder alle erfordertichen zusatziichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich diese r 
1 — 1 intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprOche. 

2 I X I Da fur recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
1 — 1 zusatzliche RecherchengebOhr gerechtfertigt hatte, hat die Behflrde nicht zur Zahlung einer solchen GebQhr aufgefordert. 



3. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatziichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — 1 intemationale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fQr die GebOhren entrichtet worden slnd, namlich auf die 
AnsprOche Nr. 



4. [_] Der Anmelder hat die erforderlichen zusatziichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwahnte Erfindung; diese Ist In folgenden AnsprOchen er- 
faQt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs [ | Die zusaizlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahH. 

P^] Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Jul1 1998) 




Internationales AktenzeichenPCT/EP 03 X)6092 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, da8 diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspruche: 1-20 

Gegenstand der Anspruche 1-20, sofern es die 
Nukleotidsequenz von SEQ ID No:l und das davon kodierte 
Polypeptid von SEQ ID No: 2 betrifft. 



2. Anspruche: 1-20 

Gegenstand der Anspruche 1-20, sofern es die 
Nukleotidsequenz von SEQ ID No: 3 und das davon kodierte 
Polypeptid von SEQ ID No: 4 betrifft. 



3. Anspruche: 1-20 

Gegenstand der Anspruche 1-20, sofern es die 
Nukleotidsequenz von SEQ ID No: 5 und das davon kodierte 
Polypeptid von SEQ ID No: 6 betrifft. 



Internationales AktenzeichenPCT/EP 03 06092 



WEfTERE ANGABEN PCT/1SA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspriiche Nr. : 6 8 



Der Patentanspruch 6 bezieht sich auf ein DNA-Molekul, charakterisiert 
als Teil sequenz oder Kombi nation von Teilsequenzen des DNA-Molekul s, das 
das Majorallergen Phi p4 kodiert. Ferner 1st das DNA-Molekul dadurch 
charakterisiert, dass das kodierte Phi p 4 Fragment eine erstrebenswerte 
Eigenschaft haben soil, namlich eine immunomodulatorische, 
T-Zell-reaktive Aktivitat. 

Die Patentanspruche umfassen daher alle Fragment-kodierende DNA-Molekul e 
unbestimmter Lange, die diese Eigenheit Oder Eigenschaft aufweisen, 
wohingegen die Patentanmeldung Stutze durch die Beschreibung im Sinne von 
Art. 5 PCT nur fur eine begrenzte Zahl solcher Produkte liefert. Im 
vorliegenden Fall fehlen den Patentanspruchen die entsprechende Stutze 
bzw. der Patentanmeldung die notige Offenbarung in einem solchen MaBe, 
daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich 
unmoglich erscheint. Desungeachtet fehlt den Patentanspruchen auch die in 
Art. 6 PCT geforderte Klarheit, nachdem in ihnen versucht wird, das 
Molekul uber das jeweils erstrebte Ergebnis zu definieren. Auch dieser 
Mangel an Klarheit ist dergestalt, daB er eine sinnvolle Recherche uber 
den gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich macht. 
Daher wurde die Recherche auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, 
welche im o.a. Sinne als klar, gestutzt oder offenbart erscheinen, 
namlich die Teile betreffend die DNA-Molekul e gemass Anspruch 7, 
unterstiitzt durch die Beispiele von Abbildung 4 und 5. 

In Analogie, wurde die Recherche fur das DNA-Molekul von Anpruch 8 auf 
die bevorzugte Ausfuhrungsform gemass Anspruch 9 beschrankt. Das 
DNA-Molekul von Anspruch 8 ist namlich auch durch eine erstrebenswerte 
Eigenschaft definiert, namlich die immunomodulatorische T-Zell-reaktive 
Aktivitat des kodierten Fragments, ohne dass die notigen konkreten 
technischen Merkmale zum Erreichen dieser Eigenschaft offenbart sind (A6 
PCT). 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 



